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1. INTRODUCCIÓN

1.1 MUERTE CELULAR PROGRAMADA

1.1.1 ASPECTOS GENERALES

Es ampliamente aceptado que la historia de una neurona se caracteriza por una

progresión temporal de transiciones que puede ser vista como una serie discreta de

pasos neurogénicos o estados a través de los cuales virtualmente todas las células

deben pasar. Incluidos entre éstos pasos están la inducción, proliferación, migración,

resnicción, determinación, diferenciación, la formación de proyecciones axónicas y de

conexiones sinápticas, asi como el comienzo de la función fisiológica. En muchas

partes del sistema nervioso central y periférico, casi la mitad de las neuronas pueden

ser caracterizadas únicamente por la manifestación de un paso adicional (terminal) en

el proceso neurogénico: la expresión de una cascada de eventos celulares y

moleculares que conducen a la regresión y que culminan en la degeneración y muerte

neuronal (Oppenheim, 1991).

La muerte de algunas células durante el desarrollo normal no es un fenómeno

totalmente inesperado ya que en todo sistema biológico existe una cierta imprecisión

genética y epigenética que en algunas circunstancias (de origen inninseco o

exninseco) puede ser letal para las células en desarrollo (Kallen, 1965). Sin embargo,

cuando la extensión de tal pérdida de células alcanza proporciones masivas, como es el

caso del sistema nervioso en desarrollo, la imprecisión ocasional que da lugar a la

muerte celular en pequeña escala no es explicación suficiente. En su lugar, se deben

buscar los mecanismos que gobiernan la sobreproducción y posterior pérdida de una

proporción significativa de neuronas que ocurre en muchas regiones del sistema

nervioso embrionario y postnatal, así como los beneficios que ello reporta. La extraña

naturaleza de un proceso regresivo masivo puede ser apreciada sí se considera que: i)

el desarrollo de un organismo es paradigma de una serie progresiva de eventos

constructivos que incluye el aumento gradual del número de células así como el

l



crecimiento y la maduración de tejidos y órganos, que adquieren sus fimciones

bioquímicas y fisiológicas especificas; ii) bajo virtualmente cualquier otra

circunstancia en la vida de un organismo, la muerte celular masiva es considerada

como claro ejemplo de un proceso patológico (enfermedad o daño).

La muerte masiva durante la ontogenia no es exclusiva de las neuronas, sino que

parece ser un mecanismo común al desarrollo normal de muchos tipos diferentes de

células, tejidos y órganos (Glucksmann, 1951; Hurle, 1988; Moon, 1981; Hinchlifl'e,

1981; Lockshin, 1981; Snow, 1987; ' Saunders, 1966). En animales que sufren

metamorfosis, la muerte de las células (nerviosas o no) sirve para remover células,

tejidos y órganos que tienen una función transitoria en un estadio (como la cola del

renacuajo) y que dejan de ser necesarios cuando un nuevo y más maduro estado del

desarrollo es alcanzado (Wahnschaffe y col., 1987; Lamborghini, 1987). Este tipo de

degeneración es llamada Muerte Celular Metamórfica (Oppenheim, 1991). Una

variante de este tipo de muerte celular puede encontrarse también en animales que no

sufren metamorfosis (McConnell y col., 1989; Wahle y Meyers, 1987; Klose y

Bentley, 1989; Luskin y Shatz, l985a,b). En otros casos, estructuras que fueron

características de un ancestro evolutivo pueden tomarse inútiles (vestigiales) y

perderse por muerte celular durante el desarrollo de los descendientes (por ejemplo los

pro y mesonefros, los arcos aórticos y la cola en humanos) (Raynaud, 1977; Zaken' y

col., 1993). Este tipo de degeneración ha sido denominada Muerte Celular Filogénica

(Oppenheim, 1991). Otro tipo de muerte celular relativamente común esta relacionado

con la perdida de células durante el desarrollo de los patrones morfológicos. En

muchos casos, esta Muerte Celular Morfoge'nica actúa como una forma de proceso de

esculpido biológico, generando patrones típicos de tejidos, órganos y estructura

corpórea de la especie. Un ejemplo bien conocido de este proceso es la formación de

los dedos, por la perdida espacial selectiva del tejido interdigital en muchos

vertebrados terrestres. En el sistema nervioso, la creación de densidades regionales

específicas o de distribuciones de células (Silver, 1978; Finlay y Pallas, 1989; Levi­

Moltalcini, 1950) así como la creación de espacios, canales, agujeros, etc. que

permiten el direccionarniento de las proyecciones axónicas (Hankin y col., 1988;
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Cuadros y Rios, 1988) también reflejan funciones morfogénicas. Finalmente, otro tipo

de muerte celular, predominante en el sistema nervioso, es la Muerte Celular

Programada, Fisiológica, Probabilística, Epigenética o Histogénica (Oppenheim,

1991). Este tipo de muerte celular, que involucra la perdida de un significativo número

de neuronas de una población (20-80%) tiene lugar frecuentemente en estadios de la

maduración relativamente tardíos, después de la expresión fenotípica de muchas

caracteristicas de un tipo celular dado, incluyendo la proyección de axones a los

blancos post-sinápticos. A pesar del lugar prominente que este tipo de muerte celular

tiene en el sistema nervioso, esto no implica que otros tipos de muerte celular no

tengan lugar en el sistema nervioso, ni que la Muerte Celular Programada sólo cumpla

una función en el sistema nervioso o que sea mediada por un único mecanismo

(Oppenheim, 1991).

1.1.2 TIPOS MORFOLÓGICOS DE LA MUERTE NEURONAL

Una precisa clasificación de los diferentes modos morfológicos de degeneración puede

mostrar que cada tipo refleje diferentes mecanismos celulares y moleculares

subyacentes, correspondientes a diversas señales y vías metabólicas intracelulares. A

modo de ejemplo, podria ser de considerable interés saber si todas las neuronas

muestran modos similares de degeneración cuando son privadas de factores tróficos o

si la muerte celular normal y la muerte neuronal en las enfermedades

neurodegenerativas tiene lugar a través de modos de degeneración similares o

diferentes.

1.1.3 APOPTOSIS Y NECROSIS: DOS TIPOS DIFERENTES DE MUERTE
CELULAR

Han sido distinguidos dos tipos generales de cambios morfológicos asociados a la

muerte celular (Wyllie y col., 1980; Wyllie, 1981; Kerr y col., 1987, Kerr y Harmon,

¡1991; Gerschenson y Rotello, 1992). Uno es llamado necrosis, se caracteriza por el

edema celular que culmina en la ruptura de la membrana plasmática, del sistema de



endomembranas con consiguiente liberación del contenido celular y estimulación del

proceso inflamatorio. La necrosis generalmente se verifica en situaciones patológicas o

de daño y es el resultado final de una desviación radical de las condiciones fisiológicas

normales (Tabla l.I). Este tipo de muerte celular no es reversible, por intervención

terapéutica, después del daño inicial (Tomei y Cope, 1991). Las caracteristicas de la

muerte celular de tipo necrótico son consistentes con una falla en la regulación

osmótica que puede ser producida por la perdida del suministro energéu'co celular.

TABLA 1.1. COMPARACIÓN DE LAS CARACTERÍSTICAS DE LA APOPI'OSIS
Y LA NECROSIS

Caracteristicas Apoptosis Necrosis

Morfología condensación celular, algunas hinchazón celular y lisis
veces con fragmentación

Integridad de persiste aún en la fi'agmentación pérdida temprana
Membrana

Mitocondn'a pueden no ser afectadas o sufiir hinchazón, captación de Cap
olas especificas de autofagocitosis

Cromatina condensada y algunas veces se picnosis
margina

Fase oculta de minutos a horas ausente

Sintesis de proteínas bloqueada algunas veces por no es afectada por los
actinomicina D y cicloheximida antibióticos

toxinas, trauma, hipoxia, cambio
de pH prolongado, etc.

Origen desarrollo embrionario

Cambios bioquímicos algunas veces con aumento en las rotura de lisosomas sin
en el citoplasma enzimas lisosomales. Expresión expresión génica.

de c-myc y c-fos

Cambios bioquímicos algunas veces degradación degradación difusa del ADN
nucleares intemucleosomal del ADN

Manifestación primaria Disminución en la síntesis de edema celular
proteína, con cambio de patrón.
Algunas veces activación de
endonucleasas

El segundo tipo de degeneración ha sido denominado apoptosis e involucra la

contracción progresiva del volumen celular pero con preservación inicial de la

integridad de los organelos citoplasmáticos (Tabla l.I). Las células afectadas,



separadas o no en fragmentos rodeados de membrana denominados cuerpos

apoptóticos, son rápidamente fagocitadas por células adyacentes sin la producción de

inflamación (Kerr y col., 1972). La apoptosis es característica del recambio normal en

los tejidos, la muerte celular embrionaria y la metamorfosis. Variaciones del tipo

apoptótico de degeneración han sido descriptas para la muerte celular programada

(Chu-Wang y Oppenheim, 1978; Cunningham, 1982, Pilar y Lanmesser, 1976, Clarke,

1990). Este tipo de muerte, que también puede encontrarse en condiciones patológicas

de daño tisular (Pollard y col., 1994), ocurre en células individuales de una forma

asincrónica, lo cual la diferencia aún más de la necrosis (Kerr y col., 1987).

Finalmente, el proceso apoptótico implica la activación de un programa celular de

autodestrucción, como se verá más adelante, por lo que ha sido asimilada a un suicidio

celular.

1.1.4 CLASIFICACIÓN MORFOLÓGICA DE LA MUERTE CELULAR
PROGRAMADA.

A diferencia de Kerr y Wyllie que sostienen que todos los tipos de Muerte Celular

Programada involucran la apoptosis, otros autores sostienen que existe una mayor

diversidad (Clarke, 1990; Server y Mobley, 1991; Lorkshin y Zaken', 1991;

Schweichel y Merker, 1973). Una clasificación morfológica de relevancia divide los

tipos de suicidio celular en tres modelos ultraestmcturales básicos de muerte celular

durante el desarrollo (Sckweichel y Merker, 1973; Clarke, 1990). Una distinción

fundamental entre ellos es la participación de los lisosomas. En el primer tipo de

muerte las células degeneran sin panicipación aparente de sus propios lisosomas; pero

sus fragmentos son degradados en los lisosomas secundarios de otras células

(heterofagocitosis). En el segundo tipo, las células son digeridas en una gran extensión

dentro de sus propios lisosomas (autofagocitosis) y en el tercer tipo, las células son

degradadas sin que los lisosomas tengan ninguna participación (Tabla l.II, Fig. 1.1).



TABLA 1.11.RESUMEN DE LAs CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DE Los
mos DE MUERTECELULARPROGRAMADA“

Designación Núcleo Membrana Citoplasma Eliminación
celular heterofágica

Tipo 1 Apoptosis Condmsación, Contomeada, Perdida de Prominente e
Muerte celular de agrupamiento de la formando burbujas ribosomas del RER importante
tipo nuclear cromatina que o globos y de polisomas,

conduce a una citoplasma reducido
pronunciada en volinnen
picnosis tomándose denso al

microscopio
electrónico

Tipo 2 Muerte Celular En algimos casos En algunos casos Abundantes Ocasional y
Autofágica hay picnosis. Partes hay endocitosis; la vacuolas tardía

del núcleo pueden formación de autofágicas; RE y
formar burbujas o burbujas o globos mitocondrias
segregarse puede ocurrir algunas veces

dilatados; Aparato
de Golgi
fiecuentemente
agrandado

Tipo 3 A Desintegración no Vacuolizaeión Se rompe Desíntegración No
lisosomal tardía seguida de general; dilatación

desintegración de los organelos,
formando espacio
“vacíos” que se
fusionan unos con

otros y con el
espacio extracelular

Tipo 3B Tipo citoplasma'tico Tardio incremento Redondme de la Dilatación del RE, S
en la granularidad célula membrana nuclear,
de la cromatina aparato de Golgi y

algunas veces
mitocondrias
formando espacios
‘Wacios”

....

RE: reticulo endoplásmico. ’Adaptado de Clarke (1990)

De estos tres tipos de muerte celular la más estudiada y mejor descripta a nivel celular,

bioquímico y molecular es la muerte celular de Tipo l o Apoptosis. Actualmente es

aceptado que este tipo de muerte celular se caracteriza por la degradación

internucleosomal del ADN (Wyllie, 1980; Kerr y Harmon, 1991; Gavrieli y col, 1992;

Deckwenh y Johnson, 1993; Vaux y col., 1994; Koh y col., 1995), si bien no todos los

autores están de acuerdo con el uso de este criterio para definir a la apoptosis (Steller,

1995; Jacobson y col., 1994; Martin y col., 1994).



Tipo 1

Tlpo 2

Tipo 3

Figura 1.1. R resentación emática los tres ti de muerte celular más comunes. Esta figura podrá
r oomprenderse con la ayuda de la Tabla LH. Adaptado de Clarke (1990)

1.2 APOPTOSIS

1.2.1 MECANISMOS DE LA APOPTOSIS

A fin de lograr una mayor claridad en la exposición de los temas, a partir de este

punto, el término apoptosis' se utilizará exclusivamente para designar a la muerte

celular de Tipo l de acuerdo a Clarke (1990), aceptándose el criterio de la degradación

intemucleosomal de la cromatina como marcador inequívoco del proceso.

La maquinaria molecular básica necesaria para la ejecución del programa apoptóu'co

parece estar siempre presente en casi todas las células de mamífero, pero la activación

del programa de suicidio celular está regulado por una variedad de señales que se



pueden originar tanto en el espacio intracelular como en el medio extracelular (Steller,

1995; Thompson, 1995; Williams y Smith, 1993; Gerschenson y Rotello, 1992; Lee y

col., 1993).

1.2.2 DEGRADACIÓN INTERNUCLEOSOMAL DEL ADN.

El evento bioquímico mejor definido en la apoptosis involucra al ADN nuclear. La

doble cadena de ADN es cortada en las regiones de unión entre los nucleosomas. Los

fragmentos de 180-200 pb pueden ser vistos por electroforesis en geles de agarosa

como un patrón típico en “escalera”, mientras que en la necrosis el ADN es degradado

al azar y muestra un “chorreado” en la electroforesis.

Cuando las caracteristicas morfológicas de la apoptosis están presentes, se detecta casi

siempre la fragmentación intemucleosomal del ADN (Wyllie, 1980; Arends y col.,

1990). La degradación del ADN ha sido asociada con la activación de nucleasas

presentes en la célula en forma inactiva (Hewish y Burgoyne, 1973; Cohen y Duke,

1984; Kerr y Harmon, 1991; Lazebnik y col., 1993; Martin y col., 1994). Estas

enzimas cortan el ADN primero en fragmentos grandes (50-300 kilobases) y luego en

fragmentos oligonucleosomales cada vez más pequeños (Steller, 1995; Martin y col.,

1994; Wyllie, 1980; Zakeri y col., 1993).

La endonucleasa responsable del corte intemucleosomal del ADN en la apoptosis no

ha sido aún completamente caracterizada (Arends y col., 1990; Martin y col., 1994).

Sin embargo, la dependencia de calcio y magnesio, así corno la inhibición por zinc,

son las características comunes más aceptadas para la nucleasa que se activa durante la

apoptosis (Martin y col., 1994). Estudios recientes han involucrado a las DNAsa I

(Peitsch y col., 1993) y DNAsa H (Barry y Eastman, 1993) como las endonucleasas

responsables de la degradación del ADN en la apoptosis. Sugin'endo que más de una

endonucleasa puede estar involucrada en la fragmentación apoptótica del ADN (Martin

y col. 1994).



La degradación del ADN es un evento temprano en el desarrollo del proceso

apoptótico (Duke y col., 1983; Cohen y Dulce, 1984; Rukenstein y col., 1991;

Deckwert y Johnson, 1993; Batistatou y Greene, 1991; 1993; Gerschenson y Rotello,

1992). Debido a la importancia que tienen estos cambios nucleares tempranos, así

como a la reversión del proceso apoptótico por el tratamiento con inhibidores de

endonucleasas (Rukenstein y col., 1991; Batistatou y Greene, 1991; Deckwert y

Johnson, 1993), se ha sugerido que las células mueren como consecuencia de la

degradación endonucleolítica de su ADN (Wyllie, 1980; Cohen y Duke, 1984;

Gerschenson y Rotello, 1992). Sin embargo, las células sin núcleo son

fisiológicamente activas durante un periodo relativamente prolongado y pueden ser

estimuladas a producir los cambios citoplasmáu'cos característicos de la apoptosis

(Jacobson y col., 1994; Rafi y col., 1993). Por otra parte, núcleos aislados pueden

mostrar condensación y degradación oligonucleosomal del ADN en un sistema libre de

células (Lazebnik y col. 1993).

1.2.3 DEPENDENCIA DE LA SÍNTESIS DE PROTEÍNAS

La evidencia inicial que sustenta la idea de que la apoptosis es causada por un

programa activo de suicidio celular proviene de experimentos en los cuales la muerte

pudo ser suprimida por inhibidores de la síntesis de proteínas o de ARN (Tata, 1966;

Lockshin, 1966; Martin y col., 1988; Oppenheim y col. 1990). Sin embargo,

experimentos posteriores muestran que esos inhibidores no son capaces de bloquear la

apoptosis (Waring, 1990; Rukenstein y col., 1991) y aún pueden inducirla en muchas

otras situaciones (Bansal y col., 1991; Gerschenson y Rotello, 1992; Martin y col.,

1994). Dado que el proceso apoptótico puede ocurrir aún en ausencia de síntesis de

proteínas, se propuso que los componentes moleculares de la maquinaria de la

apoptosis son constitutivamente expresados en la mayoría de las células de mamífero

(Rafi, 1992; Steller, 1995).



La evidencia más concluyente para la idea de que todas las proteínas requeridas para la

apoptosis son expresadas constitutivamente en las células de mamífero, proviene de

experimentos con células cuyos núcleos han sido removidos (Jacobson y col., 1994).

Cuando los citoplastos son privados de los factores de supervivencia o son tratados con

altas concentraciones del inhibidor de quinasas de proteínas estaurosporina, presentan

los cambios citoplasmáticos característicos de la apoptosis. Estos resultados indican

que los procesos principales de la apoptosis no requieren la transcripción de nuevos

genes. Por lo tanto, el requerimiento de la síntesis de ARN y proteínas para la

inducción de la muerte celular en algunos tipos celulares puede reflejar la expresión de

moléculas que activan o reprimen la maquinaria de muerte celular presente, más que la

producción de algún componente requerido para el programa básico de muerte celular

(Steller, 1995; Raff y col, 1993; Raff, 1992; Rukenstein y col., 1991). Esto sugiere que

la inhibición de la apoptosis por proteínas antiapoptóu'cas es de fundamental

importancia para la supervivencia de las células y que muchas células requieren la

producción constante de estas proteínas para sobrevivir.

1.2.4 LOS GENES DE LA APOPTOSIS

Una cantidad creciente de estudios sugieren que la apoptosis involucra un mecanismo

que está, al menos, parcialmente conservado a través de la evolución de los animales

(Raff, 1992; Vaux y col., 1994; Martin y col, 1994; Jacobson y Evan, 1994; Steller,

1995). En este contexto, la aproximación genética que ha proporcionado los mejores

resultados sobre los mecanismos de la muerte celular ha sido el análisis del nematode

Caenorhabditis elegans. Una gran cantidad de mutaciones que afectan estadios

específicos del programa de muerte celular han sido aislados en este organismo (Ellis y

col., 1992), y los genes correspondientes ordenados en vías génicas (Fig. 1.2).

La muerte celular programada en este nematode puede ser dividida en cuatro estadios

diferentes: i) la decisión de la célula de vivir o morir; ii) la muerte de la célula; iii) la

fagocitosis de la célula muerta por fagocitos; y iv) la degradación del cuerpo

fagocítico. Han sido aisladas mutaciones que afectan a cada uno de estos estadios,
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definiendo 14 genes que participan en el proceso de muerte celular programada del

nematode. Las mutaciones que interfieren con la ejecución de la muerte, la fagocitosis

o la degradación afectan a todas las células somáticas, mientras que los genes

involucrados en el paso de decisión sólo afectan a unas pocas células (Ellis y col.,

1991; Steller, 1995)

Se han aislado tres genes que afectan la ejecución de la muerte de todas las células

somáticas, ced-3, ced-J y ced-9. La actividad de dos de estos genes, ced-3 y ced-J, es

necesaria para que ocurra la muerte de las células. El gen ced-4 codifica para una

proteína sin homología significativa con ninguna otra proteína conocida. Sin embargo,

el gen ced-3 codifica para una proteína que presenta una alta homología con la familia

de las cistein proteasas, que incluye a la Enzima de Conversión de la Interleulcina-IB

(ICE; Cerretti y col., 1992; Yuan y col., 1993). La sobre-expresión de ced-3 o ICE en

células de mamífero causa apoptosis (Miura y col., 1993). Por el contrario, el .gen ced­

9 actúa suprimiendo la apoptosis dependiente de los genes ced-3 y ced-4 (Hengartner y

col., 1992; Jacobson y Evan, 1994). Mutaciones del gen ced-9 resultan en una muerte

celular excesiva, aún de células que no sufi'en apoptosis durante el desarrollo normal

de C. elegans. Esta observación sugiere que el gen ced-9 es necesario para la

supervivencia de muchas células en el nematode, aún aquellas que normalmente no

sufren apoptosis, probablemente suprimiendo un programa de muerte celular ubicuo.

El gen ced-9 de Caenorhabditis elegans presenta una homología de secuencia del 23%

con el gen de mamíferos bcI-Z (Hengartner y Horvitz, 1994), identificado en el sitio de

traslocación cromosómica recíproca t(l8: 14) en el linfoma folicular humano de células

B (Tsujimoto y col., 1984; Bakhishi y col, 1985; Cleary y Sklar, 1985; Cleary y col.,

1986)

La expresión de bol-2 suprime la apoptosis en varios tipos celulares, tanto in vitro

como in vivo (Korsmeyer, 1992) y ratones deficientes para este gen muestran

anormalidades consistentes con la perdida de función de un supresor de la muerte de



tipos celulares específicos (Jacobson y Evan, 1994). Por otra parte, el gen humano bc!­

2 actúa como un supresor de la apoptosis en C. elegans (Hengartner y Horvitz, 1994;

Vaux y col., 1992).

Una vía de inducción de la apoptosis en células de mamífero, para la cual no se ha

encontrado contraparte en C. elegans, es la estimulada por el daño al ADN, la cual

parece requerir la actividad de la proteína p53 (Clarke y col., 1992; Lowe y col.,

1993). La sobre-expresión de esta proteína puede inducir apoptosis en una variedad de

condiciones (Sachs y Lotem, 1993).

/Célula fagocitica
Decisión Ejecuciónde . . ., ' ' .

de mom, ¡a "¡nene Fagocrtosrs ® Degradacron
——> —> ®

Célula Célula saludable Célula muerta
saludable comprometida a

ced-l nuc-l
ces-2—| ces-l—> ced-9 oe“

ced-S
cod-6
ced-7

egl-l cad-8
ced-3 °°d'10

4‘ L 4Ñ r Ñ
Células especificas Todas las células que mueren

Figura 1.2. Vías énicas de la muerte celular o da en Caenorhabdin's ele ans. Mutaciones en 14 genes
diferentes que afectan estadios específiws de la muerte celular programada en han sido aisladas. Las
mutaciones relacionadas con la decisión de morir afectan sólo a un número pequeño de células. Por el
contrario, los genes involucrados en todos las etapas subsecuentes de la muerte celular son comunes a la muerte
de todas las células somán'cas en este organismo. Tres genes, ced-3, cad-4 y ced-9, afectan la ejecución del
programa de muerte. La actividad de ced-3 y cod-4 promueve la muerte, mientras que ced-9 activamente
previene este proceso. Las interacciones entre estos genes han sido deducidas a través del uso de combinaciones
de mutantes dobles. Adaptado de Ellis y col. (1991).



1.2.5 LA FAMILIA BCL-2 Y SUS POSIBLES MECANISMOS DE ACCIÓN.

El primer trabajo que mostraba que bel-2 podía prolongar la sobrevida de las células se

realizó en células del sistema inmune (Vaux y col., 1988). En este trabajo se

demostraba que la transformación estable con vectores de expresión conteniendo bel-2

permitía la sobrevida de células pre-B inrnaduras en ausencia de entorno trófico. Sin

embargo, la capacidad de bc1-2 de bloquear la apoptosis fue formalmente demosnada

por Hockenbery y col. (1990). Recientes estudios de la función de bel-2 en neuronas

en cultivo han establecido definitivamente su papel como supresor de la apoptosis

(Garcia y col., 1992; Allsopp y col., 1993). Evidencia adicional en este sentido fue

obtenida por medio de la reducción de la expresión de bc1-2 transformado células con

vectores conteniendo secuencias “antisense” del gen. En estos experimentos se

encontró que la disminución de la expresión de bel-2, si bien no conduce a la muerte

celular, acelera la apoptosis inducida por privación de factores tróficos (Reed y col.,

l990ab; Kitada y col., 1993). Estos resultados son consistentes con el hecho de que

varios tipos celulares no contienen niveles detectables de la proteína Bcl-2 in vivo

(Hockenbery y col., 1991; LeBrun y col, 1993; Lu y col., 1993).

Además de prevenir la muerte por privación de factores tróficos, la sobre-expresión de

bol-2 previene o reduce la muerte celular inducida por una gran variedad de estímulos

(Reed, 1994). De hecho, Bel-2 parece bloquear un evento relativamente temprano

asociado con la muerte celular apoptótica, de forma que previene los cambios

morfológicos característicos y reduce o previene la fragmentación intemucleosomal

del ADN (Reed, 1994). Estos datos sugieren que Bel-2 bloquea una vía final común

que conduce a la muerte apoptótica de las células.

A pesar que el mecanismo por el cual Bcl-2 previene el proceso apoptóu'co no es

conocido, recientes resultados han aportado alguna evidencia al respecto. La

protección ejercida por el gen bc1-2 no involucra la reducción en el daño al ADN

inducido por drogas, el incremento de la tasa de reparación ni la inhibición de las

alteraciones inducidas en la secuencia de nucleótidos (Walton y col., 1993; Fisher y
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col., 1993). Esto indica que la proteína actúa después que estos eventos tuvieron lugar,

ya sea evitando que la presencia de ADN dañado sea transducida en una señal para la

activación de la apoptosis o bloqueando la acción de la maquinaria de la apoptosis. En

base a estos resultados se ha especulado que existe una conexión funcional entre Bel-2

y p53 (Reed, 1993). Sin embargo, en recientes investigaciones usando ratones “knock­

out” para p53 se determinó que esta proteína es necesaria para la inducción de la

apoptosis frente a ciertos estímulos (Lowe y col., 1993; Clarke y col., 1993), pero no

para otros que también pueden ser bloqueados por Bel-2 (Sentman y col., 1991;

Snasser y col., 1991; Siegel y col., 1992; Miyashita y Reed, l992;l993).

Por otra parte, la sobre-expresión de bol-2 no es capaz de revertir la apoptosis inducida

por una variedad de estímulos (Reed, 1994). El reciente reporte de proteínas con una

gran homología de secuencia con bel-2, capaces de reprimir su actividad anti­

apoptótica, ha sugerido una posible explicación para la incapacidad de Bol-2 de

prevenir la apoptosis en algunas circunstancias y en ciertos tipos celulares (Boise y

col., 1993; Oltari y col., 1993). Entre los genes de la familia de bel-2 los más

interesantes parecen ser BCI-Xy Bax. El primero de ellos presenta una homología del

74% con bel-2 y muestra fimciones que son esencialmente idénticas (Boise y col,

1993). Bax presenta una homología de secuencia del 23% y si se consideran los

reemplazos conservativos, tiene una similitud del 43% con Bcl-2. Bax es capaz de

formar heterodimeros con Bel-2, inactivándola (Oltari y col., 1993). Otros miembros

de la familia bcI-Z son mcI-I (35% de homología; Kozopas y col., 1993)) y Al (40%

de homología; Lin y col., 1993) de los cuales se desconoce su fimción.

Debido a su ubicación intracelular, en membrana nuclear, partes del reticulo

endoplásrnico y membrana externa mitocondrial, pero no en otras membranas (Chen­

Levy y col., 1989; Monaghan y col., 1992; Jacobson y col., 1993; Hockenbery y col.,

1990), se postuló que los efectos de Bel-2 podn'an estar ligados a la movilización del

Ca2+(Baffy y col., 1993) o al daño oxidativo (Hockenbery y col., 1993). Una hipótesis

particularmente atractiva involucra tanto al daño oxidativo en la inducción de la

apoptosis (Buttke y Sandstrom, 1994; Wood y Youle, 1994; Richter, 1993;) como al
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descubrimiento que Bel-2 evita la lipoperoxidación y posiblemente la acumulación de

otras especies reactivas del oxígeno, al menos en algunos modelos (Kane y col., 1993;

Hockenbery y col., 1993). Si bien para las células de mamífero no se ha establecido

claramente una relación causa-efecto entre Bol-2 y el control del metabolismo redox

celular, un importante argumento a favor de esta hipótesis proviene de experimentos

realizados en Saccharomices cerevisiae deficientes para la enzima mitocondrial Mn­

superóxido dismutasa (Mn-SOD) donde la expresión de Bcl-2 restablece el

crecimiento en condiciones de metabolismo aeróbico (Kane y col., 1993).

1.2.6 AGENTES QUE ESTIMULAN EL PROCESO APOPTÓTICO

En los últimos años han sido descriptos una gran número de agentes con la capacidad

de estimular la apoptosis en diferentes sistemas celulares. Asi mismo, se ha encontrado

que es posible desencadenar la muerte celular por procesos apoptóticos en casi

cualquier tipo de ce'lula de mamífero (Steller, 1995; Nagata y Golstein, 1995;

Thompson, 1995; Buttke y Sandstrom, 1994; Gerschenson y Rotello, 1992). Los

inductores de la apoptosis pueden ser clasificados en: activadores fisiológicos,

inductores patológicos, agentes terapéuticos y toxinas (Tabla l.III).

La Tabla 1.IV muestra algunos ejemplos seleccionados de la incidencia de los

diferentes inductores en una variedad de tipos celulares, que incluye líneas celulares,

cultivos primarios y estudios in vivo. Finalmente, los mecanismos por los cuales estos

compuestos desencadenan el proceso apoptón'co no han sido completamente

elucidados. De hecho, para la mayoria de ellos, sólo se ha descripto su capacidad de

estimular la muerte celular en modelos in vitro.

Un mecanismo particularmente interesante de inducción de la apoptosis es la

estimulación del programa de suicidio celular por privación de factores tróficos. Si las

proteínas efectoras de la apoptosis están presentes en las células vivas, su actividad

potencialmente letal debe estar inhibida en las células que sobreviven. En este sentido,

15



00......O0...0....000...OOOOOOOOCOOOOOOCOOOOOOOO.

proteínas efectoras de la apoptosis están presentes en las células vivas, su actividad

potencialmente letal debe estar inhibida en las células que sobreviven. En este sentido,

se ha propuesto que las células están programadas para suicidarse y requieren señales

continuas de otras células para sobrevivir (Raff, 1992; Raff y col., 1993).

TABLA un. CLASIFICACIÓN DE LOS AGENTES Y CONDICIONES QUE
INDUCEN LA APOP’I‘OSIS'

Activadores Inductores Agentes terapéuticos Toxinas
fisiológ'cos patológicos

l- Familia del TNF: l- Oncogenes: l- Drogas _ l- lnhibicbres de la
Ligando FAS myc quimioterapéuticas. síntesis ch proteínas:
TNF rel Cisplatina Cicloheximida
¡375mFR EIA Vincristina _ _

2-TGFB 2- Supresorstumorales: cum Móddo transcripción:
. ps3 Metotremto Actinomicina D

3- Neurotransnusores:

Glutamato 3-Toxinasbacterianas 2- Radiación; 4- B-amiloide
Dopamina amma

4- Choque térmico sem 5- Ionóforos de calcio:
4- Privación de factores _ . ul . l A23187

“¿ticos 5- Infwcrón vual ¡“wm eta
I _ _ 6- Etanol

5_Fana de matriz 6- Celulas T c1totóx1cas
extracelular

7- Oxidantes:
6‘ “202
7- Glucooonicoídes 8- Radicales libres

9- Privación de nutrientes­
antimetabolitos

' Lista parcial de los agentes reportados como inductores de la apoptosis. Adaptado de Thompson, 1995.

8- Oxido nítrico

Este hipótesis es una extensión de la ampliamente aceptada Teoría Neurotrófica

(Pruves, 1988; Oppenheim, 1991), que está basada en dos suposiciones principales:

o La sobrevida de las neuronas de los vertebrados en desarrollo depende de factores

neurotróficos específicos secretados por las células que la neurona debe inervar.

o Muchos tipos de neuronas son producidos en exceso, de forma que sólo una parte

de ellas pude alcanzar el soporte trófico de las células blanco.
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TABLA l.IV. ESTÍMULOS QUE [NDUCEN LA APOPI'OSIS EN SISTEMAS
cr:st ESPECÍFICOS

Estímulo Tipo¿ella Referencias

Ácido kaínico Neuronas piramidales Pollard y col., 1994

ATP Timocitos Zheng y col., 1991
Linfoma (linea celular)

Actinomicina D Leucemia T (lina celular) Rotelloy col., l99la

A23 137

Estrés oxidativo

Citomlasina B

Calcio

Cicloheximida

Gliotoxina

Glucoconicoides

Glutamato

6-hidroxidopamina

Irradlación (B o y)

Oxido nítrico (NO)

Privación de factores tnóficos

Tumor Necrosis Factor

TGFBI

Cultivos primarios de endometrio
de conejo

Timocitos
Cultivo organotlpico de próstata
Células PC12
Células NCB-ZO

Cultivo primario de Neuronas
corticales
Células PC12

Linfoma de células T (linea celular)

Timocitos inmaduros

Células HL-60

Cultivos primarios d: endometrio
de conejo

Macrófagos
Blastos T

Timocitos
Linfoma (linea celular)

Neuronas corticales en cultivo

Células PC12

Timocitos
Fibroblastos

Macrófagos
Células tumorales

Cultivos primarios de neuronas
corticales
Neuronas simpáticas en cultivo
Células PC12
Motoneuronas espinales
Células hematopoyétims

Células blanco

Cultivos de células de endometrio

de conejo

Bansal y col., 1991

Durantycol., 1980
Martlkainen y Isaacs, 1990
Josephycol., 1993

Ratan y col., 1994
Troy y Shelanski, 1994

Kolber y col., 1990

Cohen y Duke, 1984
McConkey y col., 1989

Rotelloy col., l99la
Bansan y col., 1991

Waring, 199o

Wyllie, 1980
Cohen y Duke, 1984

Kure y col.. 1991

Walklnshaw y Waters, 1994

Kerr y Searle, 1972
Lowe y col., 1993

Albina y col., 1993
Cul y col., 1994

Kho y col., 1995
Deckwenh y Johnson, 1993
Martin y col., 1988
Menser y col., 1992
Oppenheim y col., 1990
Rukenstein y col, 1991
Batistatou y Greene, 1991
Williams y col., 1990

Schmid y col., 1937
Larrick y Wright, 199o

Rotelloy col., l99lb
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Evidencias posteriores indican que el soporte trófico de las células también puede

provenir de sus aferencias y de otras células con las que interactúa (Raff y col., 1993).

Es posible que las neuronas que no contacten con su blanco sean menos competitivas

para atraer y/o establecer los contactos aferentes (Pruves, 1988), y que la pérdida de

estos contactos reduzca su habilidad para proyectar un axón y/o establecer contactos

con su blanco, de forma de obtener el soporte trófico necesario para sobrevivir

(Oppenheirn, 1991). Un apoyo adicional a la hipótesis de Raff y col. es la creciente

cantidad de evidencia sugiriendo que moléculas producidas por la glia o derivadas de

la matn'z extracelular son importantes en el mantenimiento de la sobrevida de las

neuronas (Walicke, 1989; Johnson y col., 1988; Harnburger y col., 1981; Hama y col.,

1989; Barde, 1989; Zurn y col., 1994; Henderson y col., 1994; Hughes y col., 1993;

Son y Thompson, l995a,b).

Muchos factores tróficos y sus receptores han sido caracterizados a nivel molecular

(Lindsay y col., 1994.), sin embargo, el mecanismo por el cual la activación de los

receptores regula el programa apoptótico no está claro. Los factores tróficos pueden

prevenir la estimulación de la apoptosis reduciendo la cantidad y/o la actividad de

proteinas efectoras cruciales a niveles inocuos. Otra posibilidad es que los receptores

de factores tróficos activados podrian inhibir la muerte celular estimulando la actividad

protectora de proteínas anti-apoptóticas, tales como la de los miembros de la familia

Bel-2. Recientemente ha sido reportado que el receptor de baja afinidad para el factor

SNGFR,es capaz de estimular la apoptosis en célulasde crecimiento nervioso (NGF), p7

en cultivo (Rabizadeh y col., 1993). Los efectos del NGF son mediados, al menos en

parte, por el TrkA (receptor de alta afinidad para el NGF), que tiene una actividad de

quinasa de tirosinas (Klein y col., 1991; Hempstead y col., 1991; 1992). La función del

p75NGFRno está completamente caracterizada, si bien ha sido reportado que incrementa

la afinidad del TrkA por el NGF (Hempstead y col., 1991). Este receptor pertenece a la

familia del receptor para el factor de necrosis tumoral (TNF), un grupo de receptores

especializados en la inducción de la muerte celular por mecanismos apoptóticos

(Nagata y Goldstein, 1995).



La expresión de p75NGFRen células que normalmente no lo expresan induce la muerte

celular de forma constitutiva. El agregado de NGF previene este efecto y aún puede

tener el efecto contrario (Rabizadeh y col., 1993). Estos resultados podrían explicar la

dependencia de ciertos tipo neuronales al NGF. En fimción de estos resultados se

podría hipotetizar que la dependencia de factores tróficos para la sobrevida célular no

está dada por señales liberadas por los complejos formados por los factores tróficos y

sus receptores, sino que la unión del factor trófico a su receptor inhibe la liberación de

una señal que desencadena la apoptosis.

1.2.7 RADICALES LIBRES Y OXIDANTES EN LA APOPTOSIS.

Se ha postulado que el daño oxidativo a macromoléculas podría contribuir

significativamente al proceso de envejecimiento (Ames y col., 1993). De hecho, es

posible que los radicales libres no sólo participen en las enfermedades asociadas con la

vejez, tales como la disminución de la fimción inmune y la disfimción cerebral, sino

que también pueden tener un papel importante durante la embn'ogénesis y el

mantenimiento de la homeostasis tisular (Parchment, 1993).

El mecanismo por el cual los radicales libres pueden estimular la muerte celular no es

bien comprendido. Sin embargo, un camino por el cual pueden actuar es a través de la

estimulación de la apoptosis (Buttke y Sandstrom, 1994). Se ha reportado que el

peróxido de hidrógeno (Hockenbery y col., 1993; Whittemore y col., 1994) y la

menadiona (Zhong y col., 1993) estimulan la apoptosis en diferentes tipos celulares.

Así mismo, se contró que el factor de necrosis tumoral, que estimula la apoptosis en

diferentes tipos celulares (Nagata y Golstein, 1994), induce la producción mitocondrial

del radical superóxido, por un mecanismo dependiente del Car", en células L929

(Hennet y col., 1993). Más aún, agentes que inactivan o metabolimn peróxidos, tales

como la N-acetil-cisteina o la glutatión peroxidasa, previenen la apoptosis

(Hockenbery y col., 1993).
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como la N-acetil-cisteína o la glutatión peroxidasa, previenen la apoptosis

(Hockenbery y col., 1993).

La radiación ionizante es uno de los pocos inductores de la apoptosis del que se

conoce como actúa. Por medio de la producción del radical hidroinO (por radiolisis

directa de las moléculas de agua) produce daño oxidativo a macromoléculas de la

célula , incluyendo el daño directo al ADN (Buttke y Sandsu'om, 1994). Otros pro­

oxidantes, tales como el peróxido de hidrógeno, pueden estimular la liberación

mitocondn'al de calcio. El aumento de la concentración citoplasmática de calcio

conduce al aumento en la demanda de energía y a la disminución del potencial de

membrana en las mitocondrias. La disminución de la capacidad de las mitocondrias

para mantener los niveles de calcio y la falla en la síntesis de adenosina trifosfato

(ATP) conducen a un dramático incremento en el calcio citoplasmático (Richter,

1994), que resulta fatal para las células.

Por otra parte, es posible que los radicales libres, u otros compuestos relacionados,

puedan activar la expresión de los genes responsables de la apoptosis a través de un

factor de transcripción nuclear capaz de responder al estrés oxidativo, tal como el NF­

xB (Schreck y col., 1992). Este factor de transcripción es activado por una variedad de

estímulos entre los que se destacan la proteína B arniloide (Bhel y col., 1994) y el

TNF-a (Schreck y col., 1992; ), los cuales estimulan el estrés oxidativo y la muerte por

mecanismos apoptóticos. Así mismo, varios estudios ha mostrado que diferentes

agentes antioxidantes inhiben la activación del NF-xB (Schreck y Baeuerle, 1991;

Scherck y col., 1992; Meyer y col., l993a,b).

Los radicales libres no sólo producen daño directo al ADN sino que también afectan

otros blancos dentro de la célula y de esta forma podrían actuar como segundos

mensajeros y estimular el programa de la apoptosis independientemente del daño al

ADN (Wood y Youle, 1994). Un modelo propuesto para el estrés oxidativo como

mediador de la apoptosis puede verse en la Figura 1.3.

20



Señales que
estimulan el estrés

oxidativo

Antioxidantes
Extracelularexógenos

Caz

4

activados

Lipoperogddación

Citoplasma —-> NF-KBF-‘V'’k
Daño al ADN

NUCIeo ¿ (+) Transcripción

PADPRT Genes de la
Muerte

Apoptosis

Figura 1.3. l o esto el estrés oxidativo como mediador de la a osis. Las células mantienen un
adecuado equilibrio redox balanceando los niveles citoplasmátieos de oiddantes y antioxidantes. Como
consecuencia de algunos estímulos, la respiración mitooondrial se incrementa, lo que resulta en un aumento de
los niveles de radicales libres (RLs) y oxidantes citoplasmatieos. Los macrófagos y los astrocitos activados
producen radicales libres que pueden contribuir al aumento ce los niveles celulares de estos agentes. Los
sistemas antioxidantes endógenos pueden permitir a las células tamponar el aumento de la producción de RLs;
un efecto similar puede ser mediado por Bcl-2. Cuando los niveles de defensas antioxidantes son insuficientes,
la célula puede sufrir las consecuencias del estrés oxidativo, que conduce a la activación de factores de
transcripción como el NF-KB. Por otra parte el daño oxidativo del ADN activa la poli-ADP-ribosa transferasa
(PADPR'I'), mientras que la lipoperoxidación puede conducir a un aumento de la concentración de calcio

t citoplasmático. Adaptado de Bunke y Sandstrom. 1994.
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1.2.3 MODELO ESQUEMÁnpO DEL MECANISMO DE LA APOPTOSIS
EN CÉLULAS DE MAMIFERO.

En la Figura. 1.4 se muestra un esquema general de los conocimientos de los que se

dispone actualmente sobre los mecanismos involucrados en la apoptosis en células de

mamífero.

Este modelo establece que diferentes estímulos - tales como la privación de factores

tróficos, el daño al ADN (por radiaciones ionizantes o radicales libres), alteraciones

metabólicas o del ciclo celular (por venenos metabólicos o inhibidores mitóticos) o la

activación de receptores que participan en la respuesta inmune - liberan una señal

común que determina la activación el programa de la apoptosis. Esta señal puede ser

inhibida por proteínas anti-apoptóticas -tales como Bel-2, las que a su vez pueden ser

inhibídas por proteínas pro-apoptóticas como Bax o, por la activación de los receptores

para factores tróficos (dentro de un período que difiere para los diferentes tipo

celulares). La señal central para la muerte celular activan'a proteasas —de la familia de

las cistein-proteasas como ICE - que serían responsables de los cambios morfológicos

característicos de la apoptosis y de la activación de nucleasas. En casi todos los casos,

la vía final común de las células apoptóticas sen'a la fagocitosis por macrófagos o

células vecinas.

1.2.9 LA APOPTOSIS EN LA PATOLOGÍA.

Como ha sido discutido previamente, la decisión de la célula de activar el programa de

la apoptosis puede ser influenciada por una amplia variedad de estímulos. Recientes

evidencias sugieren que alteraciones en la sobrevida de las células contribuye a la

patogénesis de un variedad de enfermedades humanas que incluyen el cáncer, las

infecciones virales, las enfermedades autoinmunes, los desordenes neurodegenerativos

y el síndrome de inmunodeficiencia adquirido (Thompson, 1995).
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Activación de receptores . .
para la muerte (Fas, Apo1, Células T Activación de

Falta de TNF) Cltotóxrcas endonucleasa

estimulo 1 1tróñco\
Activaciónde/¡:lteraciones deSeñal central para . .

la muertecelular proteasa _> la superficie —> Fagoc'tos's

A; Bax—|T ICE celular
035° del i BCLZ
DNA Alteracionesmetabólicas Fam Reorganización

o del ciclo celular “65°” del citoesqueleto

figura 1.4. Modelo hi tético de la re ación de la muerte celular a ótica Como se encuentra
diagramado, el final más frecuente de la apoptosis es la remoción de las células muertas por fagocitosis. Tanto
BCI-2como ICE son miembros de grandes familias génicas.

La sobrevida de los organismos multicelulares depende del correcto funcionamiento de

sus diversos tipos celulares. La viabilidad del organismo adulto depende del

mantenimiento y renovación de esos tipos celulares. En los vertebrados, las diferentes

células presentan una gran variedad de mecanismos que las mantienen viables durante

la vida del organismo. La células sanguíneas, por ejemplo, presentan una constante

renovación a partir de las células hematopoyéticas progenitoras. Los linfocitos y las

células de los órganos reproductores presentan expansiones y contracciones cíclicas en

la medida que participan en la defensa del organismo o en la reproducción,

respectivamente. Por el contrario, las células nerviosas tiene una capacidad limitada de

autorenovación, y la mayoria de las neuronas sobreviven durante toda la vida del

organismo.

1.2.9.1 Muerte celular en enfermedada neurodegenerativas.

Una gran variedad de enfermedades neurológicas se caracterizan por la pérdida

gradual de tipos neuronales específicos (Heintz, 1993; Isacson, 1993). Estos

desórdenes incluyen la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la
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esclerosis lateral amiotrófica y la retinitis pigmentosa, entre otras. Debido a que la

pérdida de células en estas enfermedades no resulta en una respuesta inflamatoria, la

apoptosis parece ser el mecanismo más aceptado de muerte celular (Thompson, 1995).

El estrés oxidativo, la toxicidad mediada por calcio, defectos mitocondriales,

enfermedades autoinmunes, deficiencia en el aporte de factores tróficos y sobre­

estimulación de los receptores para amino ácidos excitaton'os han sido postulados

como posibles causas de estas enfermedades (Oppenheim, 1991; Sendtner y Thoenen,

1994; Olney, 1989; Thompson, 1995). Cada uno de estos estímulos predisponen a las

neuronas a desencadenar el proceso apoptótico tanto in vivo como in vitro. La sobre­

expresión de Bel-2 disminuye la neurotoxicidad de cada uno de los estímulos

mencionados. Factores neurotróficos y la matn'z extracelular también alteran el umbral

apoptótico de las células nerviosas. Esos datos en conjunto sugieren un modelo en el

cual el umbral para la muerte celular está dinámicamente regulado. El umbral

apoptótico de una célula está entonces determinado por los efectos combinados de los

factores de supervivencia externos e internos (Thompson, 1995).

En los últimos años se ha reunido una gran cantidad de evidencia sugiriendo que el

aumento de la concentración de los radicales libres y, como consecuencia, el daño

oxidativo sen'a un mecanismo común en las enfermedades neurodegenerativas. Es más,

la muerte celular inducida por los diferentes estímulos postulados como causa primaria

de la neurodegeneración, sería mediada por la producción de radicales libres (Rosen y

col., 1993; Fahn y Cohen, 1992; Hall y Braugheler, 1993; Olanow, 1993; Beckman y

col., 1993; Lipton y col., 1994; Lipton y Rosenberg, 1994; Sendtner y Thoenen, 1994).
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1.3 RADICALES LIBRES

1.3.1 INTRODUCCIÓN A LA BIOQUÍMICA DE LOS RADICALES LIBRES.

Los radicala' libres (RLs) son especies químicas, generalmente muy reactivas, que

tienen al menos un orbital con un electrón desapareado (Cheeseman y Slater, 1993).

Los radicales libres pueden formarse por tres vías:

i) la ruptura homolítica de la unión covalente de una molécula donde cada fragmento

retiene uno de los electrones

X : Y —>X’ + Y‘

ii) la pérdida de un único electrón por una molécula

A —)A" + e"

iii) por la adición de un electrón a una molécula

A + e' —)A"

La transferencia electrónica es más común en los sistemas biológicos que la fisión

homolítica, la que generalmente requiere una fuente de alta energía (alta temperatura,

luz ultravioleta o radiaciones ionizantes). La fisión heterolítica en la cual los electrones

de la unión covalente son retenidos por uno de los fi'agmentos de la molécula no

resulta en la formación de radicales libres sino de iones. Los radicales libres pueden

ser eléctricarnente neutros o tener carga positiva o negativa. El electrón desapareado y

la naturaleza de radical de las especies se indican convencionalmente con un punto

superíndice.

1.3.2 EL OXIGENO MOLECULAR 0 DIOXÍGENO ES UN DI-RADICAL

Puede ser una fuente de confusión que los electrones de una de las moléculas más

importantes en la bioquímica de los radicales libres, el oxígeno (02) esten distribuidos

de tal manera que dos de los electrones están desapareados. Por este motivo el oxígeno

es considerado como un di-radical (Cohen, 1994). Mientras que la naturaleza di­
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radical del oxígeno lo capacita para reaccionar rápidamente con otros radicales libres,

en general reacciona lentamente con otras especies que no tienen naturaleza radical

(Cohen, 1994; Cheeseman y Slater, 1993). Cuando se consideran sus reacciones en el

contexto de la bioquímica de los radicales libres, en general es más sencillo

considerarlo como una molécula normal, que puede unirse fácilmente a los radicales

libres o aceptar electrones de ellos, que considerarlo un radical libre.

1.3.3 RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DEL OXÍGENO.

Los radicales libres más importantes en los sistemas biológicos son los radicales

derivados del oxígeno y el óxido nítrico ('NO), que es un radical libre del nitrógeno ya

que el electrón desapareado está la mayor parte del úempo en el nitrógeno (Gilbert,

1994) y al cual nos referiremos en detalle más adelante. Los radicales libres del

oxígeno son aquellos que tienen un electrón desapareado asociado con un átomo de

oxígeno (Cohen, 1994). La reducción del oxigeno molecular, por transferencia de un

electrón conduce a la formación del radical libre anión superóxido (02"). La

transferencia de un segundo electrón al radical superóxido resulta en al formación de

peróxido de hidrógeno (H202). Está última molécula no es un radical libre pero es

incluido en la categoría de especies reactivas del oxígeno, que incluye a los radicales

libres del oxígeno y a los derivados oxigenados de naturaleza no radical que están

relacionados en la producción de radicales del oxigeno (Cohen, 1994; Cheeseman y

Slater, 1993). La reducción sucesiva del 1-1202con dos electrones da lugar a la

formación de radical hidroxilo ('OH) primero y finalmente agua (Fig. 1.5).

En los sistemas biológicos, el peróxido de hidrógeno pude ser producido por la

reacción de dos moléculas de radical superóxido:

202.- + 2H+ -) 1-1202+ 02
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+le' +le' +le' +le'
02-——> 07’—'—> H202__> 'HO——> H20

+2H‘ +H’

oxigeno radical peróxido de radical agua
molecular superóxido hidrógeno hidróxilo

Figura 1.5. Proceso de reducción del oxígeno molecular a agu_a.Las diferentes etapas muestran los productos
de la reducción por un electrón de la especie anterior.

Debido a que la reacción de dos radicales libres tiene como producto moléculas de

naturaleza no radical, esta reacción se conoce como dismutación (Cheeseman y Slater,

1993). Esta reacción puede tener lugar espontáneamente, aunque muy lentamente, o

ser catalizada por la enzima superóxido dismutasa (SOD; McCord y Fridovich, 1969).

El peróxido de hidrógeno es un compuesto muy importante en la bioquímica de los

radicales libres debido a que, en presencia de metales de transición, puede producir

radical hidroxilo (el más reactivo de los radicales libres del oxígeno) por medio de la

reacción de Fenton (Koppenol, 1993):

Hzoz + Fe” —>’OH + OH‘ + Fe”

Esta es también conocida como ciclo redox catalizado por hierro de Haber-Weiss

(Cheeseman y Slater, 1993; Beckman, 1994; Cohen, 1994), que incluye una segunda

reacción de reducción del hierro que cierra el ciclo:

Fe3++ 02.- -) F62++ 02

Contrariamente a lo que se piensa, el radical superóxido no es un oxidante agresivo.

En sistemas biológicos es más importante como agente reductor de metales de

transición (como el hierro o el cobre) o de quinonas. En la reducción de quinonas se

forma un nuevo radical centrado en el oxígeno, que es la semiquinona correspondiente

(Cohen, 1994):

Quinona + 02" + I-F —>SQ' + 02
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El superóxido tiene además la capacidad de oxidar catecoles, incluidas las

catecolaminas:

Catecolamina + 02" + I-I+—)SQ' + H202

En esta reacción se forma la semiquinona correspondiente, mientras que el radical

superóxido es reducido a peróxido de hidrógeno (Cohen, 1994). Por ejemplo, en el

caso de la 6-hidroxidopamina (una neurotoxina muy reactiva) a pH neutro, la aparición

del radical superóxido resulta en la catálisis de una potente secuencia de auto­

oxidación (Heikldla y Cohen, 1973): ni bien se forma el radical superóxido, reemplaza

al oxígeno como el agente oxidante del catecol, como fue indicado anteriormente. La

reacción subsecuente de la semiquinona con el oxígeno produce la quinona

correspondiente con regeneración del superóxido:

SQ’+02—>Q+02*+H+

De esta forma, la auto-oxidación de la 6-hidroxidopamina consiste de una reacción en

cadena en la que el superóxido es alternativamente consumido y regenerado.

En condiciones de pH bajo, el radical superóxido puede protonarse para formar el

radical perhidroxilo (HOz'), una especie más oxidante y reactiva, pero a pH fisiológico

menos del 1% del superóxido se encuentra en esta forma (Cheeseman y Slater, 1993).

El peróxido de hidrógeno es un agente oxidante relativamente estable y con vida

media larga (Cohen, 1994). Su principal importancia radica es que es la fuente de

radical hidroxilo por las reacciones que involucran la participación de metales de

transición, como fue mostrado anteriormente.

El radical hidroxilo tiene una muy alta reactividad química y gran poder oxidante,

reaccionando con las biomoléculas a velocidades controladas por difusión (Cheeseman

y Slater, 1993; Beckman, 1994; Cohen, 1994). Como consecuencia de su reactividad,

tiene una vida media extremadamente corta y no difunde distancias significativas antes

de reaccionar, pero es capaz de producir un gran daño dentro de un pequeño radio de

su sitio de formación (Cheeseman y Slater, 1993).
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1.3.4 OTROS RADICALES LIBRES EN LOS SISTEMAS BIOLÓGICOS

Los radicales libres del oxígeno no son los únicos radicales libres importantes en los

sistemas biológicos, a pesar de ser las primeras especies en formarse (Cheeseman y

Slater, 1993). Otros radicales libres importantes son la gran cantidad de radicales

centrados en el carbono (R’) que son producidos por el ataque de un radical oxidante

(por ejemplo el radical hidroxilo) a moléculas biológicas (RH) tales como los lípidos,

ácidos nucleicos, hidratos de carbono y proteínas (Gebicld y Bielski, 1981; Floyd y

Camey, 1990; Olanow, 1993; Sendmer y Thoenen, 1994). Los radicales centrados en

el carbono reaccionan muy rápidamente con el oxigeno para formar los radicales

peroxilos correspondientes (ROO'), los que a su vez pueden participar en reacciones

que generan radicales alcoxilos (RO') durante la reacción en cadena de

lipoperoxidación (Cohen, 1994; Cheeseman y Slater, 1993; Porter, 1990; Gardner,

1989). Los átomos de azufre también pueden ser el centro para radicales libres

(radicales tiol, RS') formados, por ejemplo en la oxidación del glutatión (Cheeseman

y Slater, 1993). Otros radicales libres de importancia biológica son los radicales

centrados en el nitrógeno (Beckrnan, 1994), tales como el óxido nítrico ('NO) y el

dióxido de nitrógeno ('NOz).

1.3.5 PRODUCCIÓN CELULAR DE RADICALES LIBRES

En condiciones normales, los radicales libres son producidos en las células por

reacciones de transferencia de electrones. Estas reacciones pueden ser mediadas por

enzimas, espontáneas o catalizadas por metales de transición (Cheeseman y Slater,

1993).

La producción de radicales libres en las células puede ser accidental o deliberada

(Tabla 1.V). Los radicales libres son deliberadamente generados por las células
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animales en circunstancias especiales debido a que pueden ser beneficiosos si se los

mantiene controlados y dirigidos. Algunas enzimas utilizan un radical libre en su sitio

activo durante el proceso de catálisis, por ejemplo la ribonucleótido reductasa (Stubbe,

1990; Riechard y Ehrenberg, 1983). En estos casos los radicales libres no son

realmente “libres” del todo y su reactividad está dirigida a una reacción especifica. Los

macrófagos activados también producen deliberadamente radical superóxido como

parte de su actividad bactericida (Baboir, 1984; 1978; Klebanofi‘, 1980) a través de la

activación de la enzima NADPH-oxidasa (Bellavite, 1988), que oxida NADPH en

presencia de oxígeno para formar radical superóxido en la interfase de la membrana

plasmática y la bacteria.

En condiciones normales, la mayor fuente de radicales libre en las células es la

reducción parcial del oxígeno por electrones provenientes de la cadena de transferencia

electrónica mitocondiial (Cheeseman y Slater, 1993; Chance y col., 1979; Cardenas,

1989). Especies reactivas del oxígeno tales como el radical superóxido, el peróxido de

hidróng y el radical hidroxilo son metabolitos presentes en las mitocondiias (Chance

y col., 1979; Cardenas, 1989). Las mitocondiias consumen alrededor del 90% del

oxígeno corporal y son una fuente particularmente rica de especies reactivas del

oxígeno, debido a que aproximadamente el l-2% del oxígeno metabolizado por las

nútocondrias es normalmente convertido en radical superóxido en varios sitios

constitutivos de la membrana interna y la matriz mitocondiial (Chance y col., 1979).

Se ha estimado que durante el metabolismo normal de las mitocondrias de higado de

rata se producen alrededor de 3 x lO7 moléculas de radical superóxido por dia por

mitocondiia (Ritcher, 1988).

Además de la producción fisiológica, las mitocondiias producen grandes cantidades de

especies reactivas del oxígeno en presencia de ciertos compuestos y en condiciones

patológicas. Así, el aloxan (Frei y col., 1985), la divicina (Graf y col., 1985), la

menadiona (Frei y col., 1986), la tetraclorodibenzo-p-dioxina (Nohl y col., 1989), la

elevación del Ca2+intracelular (Chacon y Acosta, 1991), el metilfenilpiiidina (Cleeter,

1992) o el TNFa (Schulze-Osthofi' y col., 1992) estimulan la producción mitocondrial
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de especies reactivas del oxígeno. Más aún, procesos de isquemia-reperfusión (Turrens

y col., 1991), la proteína B-amiloide (Behl y col. 1994) y el neurotransmisor

excitaton'o glutamato (Lafon-Cazal y col., 1993) estimulan un aumento de la

producción celular de especies reactivas del oxígeno.

TABLA l.V. PRINCIPALES FUENTES CELULARES DE RADICALES LIBRES.

Mm EMS oxidantes
A) Enzimáticas

Xantina oxidasa 02", H202, 'OH

Monoamino mddasa Hzoz

Escape de la cadena mitocondrial de 02", Hzoz
transporte de electrones

Enzima de síntesis del óxido nítrico 'NO

Macrófagos activados 02', 'OH

B) No enzimáticas

Reacciones de auto-oxidación de 02’, H202, 'OH, GS', SQ'_quinonas
catecolaminas, ascorbato y GSH

Ciclos redox (mediados por agentes 02", H202, 'OH
reductores tisulares; p. ej. ascorbato)
o Metales: hierro, cobre
o Toxinas celulares: 6-hidroxidopamina,

menadiona, paraquat, alloxan

Reacciones de tipo Fenton 'OH

Reacciones de peroxidación de lípidos R’, RO', ROO', ROOH

Adaptado de Cohen 1994

1.3.6 MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE.

Las células animales disponen de una variedad de mecanismos de protección contra los

efectos deletéreos de los radicales libres - probablemente debido a que una producción

basal de radicales libres y oxidantes es inevitable en el metabolismo aeróbico - que en

conjunto son conocidas como defensas antioxidanta (Cheeseman y Slater, 1993).
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Hay dos categorias principales de defensas contra los radicales libres, la primera

previene la formación de radicales libres y la segunda intercepta los radicales libres

que se hayan formado (Cotgreave y col., 1988). Las defensas antioxidantes están

presentes tanto en las membranas como solubles en el citoplasma celular y pueden ser

tanto de tipo enzimático como no enzimático (Tabla LVI).

Las defensas preventivas incluyen sistemas eficientes de transferencia de electrones y

de secuestro de los metales de transición. El hierro, por ejemplo, está fuertemente

ligado a proteínas especiales tales como la transferrina y la fenitina (Halliwell y

Gutteridge, 1984). Sin embargo, se ha postulado que podn'an excitir pequeñas

cantidades de hierro en un “pool” de bajo peso molecular que seria más reactivo y que

la generación de radicales libres puede conducir a la liberación de los metales de

transición de las proteínas secuestradores (Halliwell y col., 1992). Otra forma de

defensa preventiva es la eliminación de los peróxidos que reaccionan con los metales

de transición para producir radicales libres. La catalasa y la glutatión (GSH)

peroxidasa (acoplada a la glutatión reductasa que regenera el glutatión reducido)

catalizan la descomposición de los peróxidos. La primera está localizada en los

peroxisomas y actúa sobre el peróxido de hidrógeno; la segunda está localizada en el

citosol y la matriz mitocondn'al y es activa tanto sobre el peróxido de hidrógeno como

los hidroperóxidos de ácidos grasos (usando como cofactor al glutatión reducido), si

son previamente separados de los fosfolípidos de la membrana por una fosfolipasa

(Wendel, 1980).

Otras defensas interceptan o capturan los radicales libres. Entre ellas están las dos

formas de la única enzima conocida que tiene como substrato a un radical libre: la

cobre/zinc superóxido dismutasa citoplasmática y la manganeso superóxido dismutasa

mitocondrial. Sin embargo, la mayoría de las defensas destinadas a capturar los

radicales libres no son de tipo enzimática. No se conocen enzimas que eliminen los

radicales hidroxilo; la alta reactividad de este compuesto, limitada sólo por la difusión,

y rápido consumo hace que un sistema enzimático de protección no sea posible. El

radical hidroinO es atrapado por sistemas de naturaleza no enzimática, tanto de tipo
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hidrosolubles como el ascorbato (Stocker y Frei, 1991), el ácido úrico (Stocker y Frei,

1991) y el glutatión (Cotgreave y col., 1988), como liposolubles como el tocoferol

(Burton y col., l983a,b; Burton y Ingold, 1986) y la ubiquinona (Stocker y col., 1991).

TABLA LVI. SISTEMAS CELULAR_ESDE DEFENSA ANTIOXIBANTE

Enzimas Agentes endc'ggnos Agentes exógenos'

Cu/Zn-SOD (citosólica) Ascorbato" Etanol

Mn-SOD (mitocondn'al) GSH Manitol

GSH peroxidasa Urato Dimetilsulfóxido

GSH-S-transferasa° Catecolaminasd Dimetilurea

GSSG reductasa a-tocoferol B-caroteno

catalasa

' Los agentes exógenos son todos atrapadores de radical hidroxilo que han sido usados en una variedad
de situaciones experimentales para bloquear la toxicidad de este radical libre.
bEl ascorbato actúa como reductor quimico y como atrapador de radicales superóxido e hidroxilo.
° La glutatiorhï-transferasa presarta actividad similar a la glutatión peroxidasa.
d Las catecolaminas son listadas por su capacidad de atrapar al radical superóxido. Las catecolaminas
celulares disminuyen la toxicidad de la 6-hidroxidopamina atrapando radical superóxido.
Adaptado de Cohen (1994)

1.3.7 REACTIVIDAD DE LOS RADICALES LIBRES

Todas las biomoléculas pueden ser atacadas por los radicales libres. Entre ellas lípidos

representan moléculas relevantes en el daño oxidativo. Las membranas celulares

contienen grandes cantidades de ácidos grasos poli-insaturados, los cuales son

atacados rápidamente por los radicales libres. La destrucción oxidativa de los lípidos

de membrana, conocida como lipoperon'dación, es particularmente dañina porque

tiene lugar como una reacción en cadena autopropagada (Cheesernan y Slater, 1993;

Porter, 1990). El proceso general de lipoperoxidación comienza cuando un ácido graso

insaturado es atacado por un radical oxidante (reacción de iniciación):

LH+R'—>L'+RH
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Esta reacción genera un radical ácido graso que rápidamente incorpora oxígeno para

formar el radical peroxilo del ácido graso:

L' + 02 —)LOO'

Los radicales peroxilo son los propagadores de la reacción en cadena, pudiendo oxidar

más moléculas de lípidos e iniciando nuevas cadenas, produciendo hidroperóxidos y

radicales lipídicos (reacción de propagación):

LOO' + L’H —>LOOH + L"

Los hidroperóxidos puede romperse generando más radicales y una gran variedad de

compuestos, como por ejemplo aldehídos (Poter, 1990; Esterbauer y col., 1990):

LOOH —)LO', LOO', aldehídos, etc.

La rotura de los hidroperóxidos lipídicos involucra la catálisis por metales de

transición, en reacciones análogas al ciclo redox catalizado por hierro de Haber-Weiss

produciendo radicales peroxilos y alcoxilos lipídicos. La rotura de los hidroperóxidos

siempre produce aldehídos, algunos de los cuales son muy reactivos y pueden difimdir

del sitio del ataque original a otras partes de la célula (Esterbauer y col., 1991). La

lipoperoxidación ha sido implicada en una gran variedad de enfermedades y en daño

tisulare (Esterbauer y Cheeseman, 1991) y es principal consecuencia del daño inducido

por el radical hidroxilo (Braughler y Hall, 1989; Hall y Braughler, 1993).

Las proteínas y los ácidos nucleicos son menos susceptibles que los ácidos grasos

insaturados al ataque de los radicales libres, debido a que es muy baja la posibilidad

que se inicien reacciones destructivas en cadena de progresión rápida y no parece

probable que el ataque aleatorio de los radicales libres a las proteínas sea muy

destructivo, a menos que sea de una gran extensión, ya que a pesar de tener grupos

fimcionales muy sensibles al ataque de los radicales libres la probabilidad que puedan

inactivar una proporción importante de una especie proteica es baja. El ataque de los

radicales libres a las proteínas sólo sería significativo sobre la viabilidad celular si

pudiera acumularse o si estuviera focalizado sobre sitios específicos. Una forma en que

el daño podn'a focalizarse en regiones específicas de proteínas particulares es a través

de la unión de un metal de transición en un sitio; por ejemplo, la unión de cobre por un
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residuo de hisu'dina. En este caso, la reacción del metal de transición con peróxido de

hidrógeno puede producir radical hidroxilo que reaccionará en o cerca del sitio de

unión del metal de transición. Este concepto es conocido como daño sitio-apecífico

(Marx y Chevion, 1986; Stadtrnan y Oliver, 1991).

El ataque del ADN por los radicales oxidantes sólo es posible si se forman en áreas

muy próximas al ácido nucleico (Cheeseman y Slater, 1993), sin embargo éste debe

considerarse un blanco vulnerable e importante. Como fue descripto para las proteínas,

no parece muy posible que puedan ocurn'r rápidas reacciones en cadena

autopropagadas y el daño sólo sen'a significativo si fuera sitio-específico o de gran

intensidad, de tal forma que pueda producir el corte de las cadena o que evitar los

sistemas de reparación. La detección de bases nucleotídicas en la orina humana a sido

considerada como una fuerte evidencia del ataque oxidativo continuo del ADN (Fraga

y col., 1990; Kasai y Nishimura, 1991).

1.3.8 TOXICIDAD DE LOS RADICALES LIBRES

La explicación más aceptada de la toxicidad de los radicales libres in vivo se basa en la

producción de radical hidroxilo por el ciclo de catalizado por hierro de Haber-Weiss.

A pesar que el radical hidroxilo es el más poderoso oxidante, es tan reactivo que ataca

virtualmente a cualquier molécula orgánica y de esta forma sólo puede difundir

distancias extremadamente cortas, de alrededor de 3Á (Hutchinson, 1957), que es

menos de la décima parte del diámetro típico de una proteína. Por consiguiente, el

metal de transición necesario para catalizar la formación del radical hidroxilo debe

estar unido cerca de un sitio cn'u'co para inactivar una proteína clave (Stadtman y

Oliver, 1991). Por lo tanto, un gran flujo de radical hidroxilo sería necesario para

inactivar una fracción substancia] de cualquier blanco biológico. Esto es consistente

con las grandes concentraciones de peróxido de hidrogeno requeridas para producir

una toxicidad significativa en sistemas biológicos. Concentraciones de peróxido de

hidrógeno de entre l y lO mM son necesarias para observar una toxicidad significativa
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en bacterias (Beckman y Siedow, 1985; Zhu y col., 1992). La inducción de la muerte

de células eucariotas en cultivo por peróxido de hidrógeno requiere concentraciones

que sólo son levemente menores, en el rango de 0,1 a l mM (Whittemore y col., 1994;

Hockenbery y col., 1993; Halleck y col., 1992; Jackson y col., 1990). Sin embargo,

esas altas concentraciones son más dificiles de alcanzar in vivo debido a que los

sistemas antioxidantes son eficientes atrapadores de las especies reactivas del oxigeno.

Muchos estudios in vivo han usado una variedad de atrapadores del radical hidroxilo

tales como el manitol y el dimetilsulfóxido para prevenir la toxicidad de los radicales

libres (Wu y col., 1994; Kondo y col., 1994). En un simple ensayo in vitro, usando la

xantina oxidasa como fuente de radicales del oxígeno, la concentración de atrapadores

necesaria para competir por los radicales hidroxilo fue menor de 10 mM (Beckman y

col.,l989), si bien esa concentración está muy por debajo de las concentraciones

reportadas in vivo. Las células contienen normalmente ll mM de glucosa, 1-5 mM de

tioles y altas concentraciones de otros atrapadores biológicos que incluyen al urato,

ascorbato y metionina (Beckman, 1994). Por lo tanto la interpretación de la protección

por atrapadores de bajo peso molecular no es tan directa y no necesariamente implica

la participación del radical hidroxilo.

La mayor dificultad con el ciclo catalizado por hierro de Haber-Weiss es que las

constantes de velocidad para las dos reacciones individuales son extremadamente

bajas. La reducción del etilendiaminatetraacétato (EDTA) fénico tiene una velocidad

de sólo lO6 M"l s", que es 2000 veces menor que la velocidad de metabolización del

radical superóxido por la superóxido dismutasa. Entonces, una pequeña cantidad de

superóxido dismutasa, menor que el contenido endógeno normal de la enzima, deberia

ser suficiente para inhibir completamente el primer paso del ciclo. Sin embargo, otros

agentes reductores, tales como el ascorbato, que están en concentraciones mayores que

el radical superóxido, podrian reducir al hierro y permitir la reacción en ausencia del

radical superóxido (Winterbourn, 1979).
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En las mejores condiciones, la reacción del hierro reducido con el peróxido de

hidrógeno es 1000 veces más lenta que la reducción del hierro por el radical

superóxido. Para el EDTA ferroso la velocidad de reacción es de sólo 5 x lO3M l s'l y

para formas fisiológicarnente relevantes de hierro, tales como para la adenosina

difosfato (ADP) fer-rosao el citrato ferroso, las velocidades caen a 800 M‘l s'l (Rush y

Koppenol, 1990).

Dadas las velocidades de reacción relativamente pequeñas y las bajas concentraciones

de radical superóxido, peróxido de hidrógeno y hierro catalín'camente activo in vivo, el

ciclo catalizado por hierro de Haber-Weiss deberia ser fácilmente amortiguado por las

enzimas antioxidantes endógenas. Esto indican'a que el ciclo de Haber-Weiss puede

ser citotóxico en sistemas artificiales con defensas antioxidantes minimas, pero las

bajas constantes de velocidad sugieren que en condiciones patológicas estarian

operando otras vias de toxicidad de los radicales libres (Beckrnan, 1994).

1.3.9 L4 REACCIÓN DEL RADICAL SUPERÓXIDO CON EL óero
NITRICO: Una Explicación Alternativa para la Toxicidad de los Radicales
Libres.

El oxido nítrico reacciona con el radical superóxido para formar el poderoso oxidante

peroxinitn'to a una velocidad de 6,7 x lO9 M‘l s'l (Huie y Padmaja, 1993), que es tres

veces más rápida que la velocidad con la que la superóxido dismutasa metaboliza al

superóxido (Wang y col., 1993). La reacción del óxido nítrico con el radical

superóxido es minimizada in vivo por la enorme concentración de superóxido

dismutasa presente en las células, estimándose un contenido medio de lO pM, el cual

puede llegar a 40 uM en los hepatocitos.. La velocidad de metabolización del

superóxido es 2 x lO9M'l s'l en solución tamponada con fosfato, y probablemente es

la mayor velocidad de reacción conocida para una enzima. Esto implica que la

concentración intracelular de superóxido estaría en el rango de 10 a 100 pM. En

condiciones fisiológicas, la concentración de óxido nítrico probablemente se encuentre

en el rango de lO a 100 nM (Shibuki y Okada, 1991; Malinslci y Taba, 1992), es decir
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unas 100 veces más diluido que la SOD. A pesar que el NO reacciona más rápido con

el radical superóxido, en condiciones normales el óxido nítrico está demasiado diluido

para competir efectivamente con la SOD. Sin embargo, en condiciones patológicas la

síntesis de NO puede incrementarse hasta alcanzar concentraciones similares a las de

la SOD y por lo tanto competir efectivamente con esta para formar peroxininito.

Este mecanismo ofiece una explicación alternativa, al ciclo catalizado por hierro de

Haber-Weiss y la formación de radical hidroxilo, para de los fenómenos tóxicos

mediados por los radicales libres. Por otra parte también ofrece una posible

explicación de los efectos tóxicos del NO.

En las siguientes secciones se describirá brevemente la bioquímica del óxido nítrico y

su participación en diferentes fenómenos biológicos, poniendo especial énfasis en

aquellos aspecto relacionados con la muerte-sobrevida de las células nerviosas.

1.4 EL óxmo NÍTRICO

1.4.1 ASPECTOS GENERALES

La primera evidencia que el óxido nítrico se forma endógenamente provino de estudios

de los nitratos en la dieta como una fuente de nitrosaminas cancerígenas. En estos se

encontró que los niveles urinarios de esos compuestos se mantenían constantes en

humanos y ratas con una dieta baja en nitratos (Green y col., 19813; l981b; Wagner y

col., 1983) y que individuos con diarrea infecciosa excretan niveles muy altos de

nitrato, sugiriendo que los procesos inflamatorios podían ser una fuente del anión.

Ratones selectivamente deficientes en macrófagos muestran una baja excreción

urinaria de nitratos (Stuehr y Marletta, 1985), y cultivos de macrófagos producen

grandes cantidades de nitratos cuando son estimulados con endotoxinas (Iyengar y

col., 1987). La remoción de arginina de los medios de incubación previene la
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formación de nitritos y nitratos (Hibbs y col., l987a), así como las actividades

bactericida y antitumoral de los macrófagos en cultivo(Hibbs y col., 1987b).

Por otra parte, dos líneas de investigación independientes condujeron a la

identificación del papel del 'NO en los vasos sanguíneos. Por un lado se observo la

perdida de la relajación de los vasos sanguíneos inducida por acetilcolina cuando la

capa endotelial era removida mientras que su reposición sobre el músculo liso

restauraba la respuesta (Furchgott y Zawadzki, 1980), sugiriendo que una molécula

difusible mediaba la relajación del músculo liso. El factor de relajación derivado del

endotelio (EDRF) era notablemente inestable y dificil de aislar. En una línea de

investigación paralela, se encontró que los efectos de la nitroglicen'na y otros

compuestos orgánicos nitrados sobre la relajación del músculo liso involucraban un

metabolito activo, el óxido niuico, cuyas propiedades eran muy similares a las del

EDRF (Murad y col., 1978; Feelisch y Noack, 1978). Posteriormente se demostró que

las células endoteliales liberan cantidades suficientes de 'NO, sintetizado a partir de

arginina, para desarrollar todas las actividades del EDRF (Moncada y col., 1987;

Palrnery col., 1987; 1988).

La primera evidencia de la síntesis de óxido nítrico en el sistema nerviosos proviene de

la observación que cultivos primaiios de células de cerebelo liberaban un factor cuyos

efectos sobre los vasos sanguíneos eran similares a los del 'NO (Garthwaite y col.,

1988). La formación del óxido nítrico a partir de arginina fue demostrada en extractos

de cerebro (Radomski y col., 1990). La regulación de la enzima de síntesis del 'NO

(NO sintetasa, NOS) por los neurotransmisores fue estudiada en el cerebelo en base a

su capacidad de estimular la producción de guanidina monofosfato cíclica (GMPc), a

través de la unión al hierro del grupo hemo de la guanilato ciclasa soluble. El cerebelo

contiene los niveles más altos de GMPc en el sistema nervioso central. Su síntesis es

estimulada por el glutamato a tavés de la activación del receptor de tipo N-metiJ-D­

aspartato (NMDA) (Ferrendelli y col., 1974). Monitoreando la conversión de arginina

a NO, con la formación estequiométiica de citrulina, en rodajas de cerebelo, se
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demostró que la actividad de la NOS aumenta 300% en respuesta a la activación de

receptores de tipo NMDA (Bredt y Snyder, 1989). En esas condiciones la relación

concentración-respuesta fue la misma para la activación de la NOS que para la

estimulación de la síntesis de GMPc. Además, el aumento de los niveles de GMPc

estimulado por los agonistas NMDA fue prevenido por la NG-monometilarginina (L­

NMMA), un inhibidor de la NOS, con una relación concentración-respuesta idéntica a

la necesaria para inhibir la NOS (Bredt y Snyder, 1989; Garthwaite y col., l989a).

1.4.2 LA ENZIMA DE SÍNTESIS DEL óxmo NÍTRICO.

La enzima responsable de la síntesi del óxido nítrico, que usa como substrato la L­

arginina, es conocida como NO sintetasa, o más formalmente L-arginina, NADPH:

óxido-reductasa, formadora de NO, EC l. 14.13.39 (Knowles, 1994; Knowles y

Moncada, 1994). Las primeras descripciones de la enzima NO sintetasa fueron

realizadas en 1989 (Knowles y col., 1989; Palmer y Moncada, 1989; Mayer y col.,

1989; Mulsch y col., 1989; Palacios y col., 1989; Tayeh y Marletta, 1989), la enzima

fue purificada por primera vez en 1990 (Bredt y Snyder, 1990) y clonada en 1991

(Bredt, y col., l99la). Este rápido estudio de la NOS permitió purificar y clonar tres

isoformas de la enzima (Tabla LVII; Knowles y Moncada, 1994), que se encuentran

en todos los tejidos de los mamíferos, aunque en niveles muy diferentes (Moncada y

Higgs, 1993; Nathan, 1992).

1.4.2.I La Reacción dela N0 Sintetasa.

Las primeras descripciones de la NO sintetasa mostraron que la síntesis de NO

requiere L-arginina y NADPH y que los productos son el NO y la citrulina (Knowles y

col., 1989; Palmer y Moncada, 1989; Mayer y col., 1989; Mulsch y col., 1989;

Palacios y col., 1989; Tayeh y Marletta, 1989), como puede verse en la Figura 1.6.

Además, la reacción requiere oxígeno (Leone y col., 1991) y cuatro cofactores: hemo

fotoporfirina IX, FAD, FMN y tetahidrobiopterina (Knowles, 1994; Knowles y
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Moncada, 1994). La síntesis de NO y citrulina a partir de oxígeno y L-arginina es una

reacción en dos pasos extremadamente compleja, que tiene como producto intermedio

a la hidroxiarginina, en la cual tiene lugar una oxidación de cinco electrones del

nitrógeno del grupo guanidino de la arginina y el oxígeno es incorporado en los dos

productos (Fig. 1.6; Knowles y Moncada, 1994; Stuehr y Griffith, 1992).

'OOC
H+ MN‘Q H

H N 2
3

NH2

NADPH+H+
o=o

BH4

NADP"

Figura 1.6. Reacción catal' da r la enzima de in "sdel óxido nítrico. La NOS utiliza como sustrato a la
L-arginina y en presencia de NADPH, oxígeno y tretrahidrobioptetina produce en cantidades estequiométrimw
óxido nítrico y citmlina, en una reacción en dos pasos que tiene como producto intermedio a la
‘hjdroxiarginina. Adaptado de Knowles y Moncada, 1994
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La NO sintetasa cataliza una importante cantidad de reacciones (Tabla LVIII) algunas

de las cuales han sido utilizadas para determinar su presencia en homogenatos así

como en cortes histológicos y células en cultivo (Knowles y Moncada, 1994)

TABLA LVI]. Funciones de las enzima de síntesis del óxido nítrico

nNOS eNOS ¡NOS

SistemaNervioso SistemaCardiovascular Inmunidad Inespecfica
Neurotransmisión/ Relajación del músculo liso Resistencia a:
neuromodulación en el SNC: vascular:
o Respuestas al glutamato Regulación de la conductancia tisular Bacterias
o Plastjcidad sináptica? Regulación del flujo sanguíneo Hongos
o nocioepción Regulación de la presión sanguínea Protozoarios

Tumores?

Actividad Patológica: Inhibición de la agregación y Actividad Patológica:
reactividad plaquetaria.

o Daño cerebral isquémico o Estados traumáticas causados
o Epilepsia por:

* Endotoxinas

- Sepsis
o Citoquinas

Transmisión Nerviosa Vasodilatación refi'actaria Enfermedades Inflamatorias y
Periférica (no colinérgica ni durante la sepsis Autoinmunes:
adrenérgica):
o Tracto gastrointestinal o Inflamación aguda
o Emoción peniana o Rechazo de uansplantes
o Esñnter de la vejiga o Artritis?
o Flujo sanguíneo o Esclerosis múltiple

o Asma

? indica que existe controversia o incertidumbre. (Moncada y Higgs, 1993; Nathan, 1992)

1.4.2.2 La N0 Sintetasa NeuronaL

La primera de las isoenzimas purificada (Bredt y Snyder, 1990) y clonada (Bredt y

col., l991a) fue la NO sintetasa neuronal (nNOS). Esta enzima es activada por Ca”­

calmodulina (Bredt y Snyder, 1990; Knowles y col., 1989; Mayer y col., 1989) y el

cerebro muestra la más alta actividad constitutiva cuando es comparada con la

actividad de otros tejidos de la rata (Knowles y Moncada, 1994). La detección de la
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nNOS usando anticuerpos e hibridación in situ muestran que la enzima esta distribuida

por todo el encéfalo de la rata, con concentraciones particularmente altas en el

cerebelo (Bredt y col., l99la; 1990; Bredt y Snyder, 1992). En humanos la

distribución es similar a la de la rata pero, sorprendentemente, también está presente en

el músculo esquelético (Knowles y Moncada, 1994). Estudios histólogicos han

demostrado que la nNOS colocaliza con la actividad NADPH-diaforasa en el sistema

nervioso (Bredt y col., l99lb; Dawson y col., l99la).

TABLA LVIII. REACCIONES CATALIZADAS POR LA NO SINTETASA

Actrvrdad Reacción Referencras

Arg + NADPH+H’ + o, —>HidroxiArg + NADP’ + Hzo Knowlesy col. 1989:Palmer
y Menuda. [989: Mayer y
ool.. 1989; Mulsch y ooL..
1989; Palacios y ool., 1989;
Tayeh y Marlen; 1989;
Kwon y onL, 1990; Studi: y
001.. 1991; home y mL,
1991; MayeryooL, 1991.

N°-hidroargin.ina mono-oxigenasa HidroxiArg + '/¡(NADPH+H") + 07 —>Cit + NO + HzO KHWIGY001-.¡939: Palmer
y Mcncadn. 1989; Mayer y
col, 1989; Mulsdr y col.
1989; Palacios y coL. 1989;
Taydr y Mariella, 1989;
¡(war y ooL. 1990; Surehr y
col., 1991; Leme y coL.
1991; Mayer y coL, |99|.

Arginina N°-hidroxilasa

aneycoL 1991;Dawsony
NDAPH diaforasa NBT + NADPH+H’ —>NBTM + NADP’ l ¡991oo .,

NADPH oxidasa NADPH+H‘ + oz _. ¡{10, + NADP’ Mayery col..1991
VzNADPl-I+ 01 —>02* + 'A(NADP‘ + H‘)

Düudrobiopteridina reductasn BH; + NADPHH-F —>BH4+ NADP' Mayery col, 1991

Arg, B_Hz,Düridmbiopteridina;BTLTetrahidmbiopterinn;cn, crmm NADP,nicotinaminadinucleotido
fosfato; NBT, Azul de Nitroteu'azolio. Adaptado de Knowles y Mocada, l994.

El óxido nítrico satisface muchos de los criterios para ser considerado un mensajero

neuronal en el sistema nervioso central y periférico (Moncada y col., 1991). La

estimulación de células del cerebelo de rata con NMDA estimula la elevación de los

niveles de GMPc, asociada con la liberación de un producto simular al EDRF

(Garthwaite y col., 1988). Además, las células que liberan la actividad EDRF en
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respuesta al NMDA no muestran aumentos en los niveles de GMPc. El aumento de

GMPc en respuesta a la estimulación con NMDA (Garthwaite y col., l989a; Bredt y

Snyder, 1989) y al kainato (Garthwaite y col., l989b) en rodajas de cerebelo fue

potenciada por la L-arginina y revertida por Nm-monometil-L-arginina (NMMA, un

inhibidor de la NO sintetasa), de tal forma que la inhibición fue revertida por L­

arginina, indicando que la respuesta es mediada por el óxido nítrico. La administración

intracercbelosa de L-NMMA en ratones inhibe el incremento en GMPc inducido por

NMDA, quiscualato y kainato (Wood y col., 1990), mostrando que in vivo el aumento

de los niveles de GMPc estimulado por esos compuestos es mediado por la formación

de NO a partir de L-arginína. Por otra parte, los niveles de Ca2+necesarios para la

actividad de la NO sintetasa inhiben a la guanilato cíclasa soluble cerebral (Olson y

col., 1976; Knowles y col., 1989). Este mecanismo pude representar una forma de

control para impedir la activación de la cíclasa en aquellas células estimuladas para

producir NO, y que la enzima sólo este activa en las células efectoras (Knowles y col.,

1989)

La síntesis del óxido nítrico por las neuronas está estrictamente regulada y es iniciada

por el aumento de la concentración intracelular de calcio libre citoplasmático, por

ejemplo por medio de la activación del receptor a los aminoácidos excitatorios de n'po

NMDA (Garthwaite y col., 1988; Garthwaite, 1991; Vallebouna y Raiteri, 1994), el

cual está relacionado con los fenómenos de plasticidad sináptica (Schulman y

Madison, 1994). El receptor NMDA se abre sólo cuando una neurona está

parcialmente despolarizada, como ocurre cuando una neurona ha sido estímulada

repetidamente. La estimulación repetida de un grupo de neuronas por l segundo es

suficiente para producir un incremento en las concentraciones de óxido nítrico

(Shibuki y Okada, 1991). El óxido nítrico tiene un papel esencial en el control de la

plasticidad sináptica en el cerebelo (Shibbuki y Okada, 1991) y el la inducción de la

potenciación sinápu'ca de larga duración en el hipocampo, el modelo equivalente del

aprendizaje más ampliamente estudiado (Bóhme y col., 1991; East y Garthwaite, 1991;

Shulmany Madison, 1991; 1994; Nowak, 1992).



1.4.3 EL Óxrno NÍTRICO EN LA NEURODEGENERACIÓN.

En condiciones de excesiva estimulación glutamatérgica, la producción de NO puede

conducir a la muerte neuronal (Dawson y col., 1994; 1992). Cultivos primarios de

neuronas de corteza cerebral, hipocampo y estriado de embriones de rata pueden ser

protegidos de la toxicidad del glutamato (excitotoxicidad) por el tratamiento con

inhibidores de la NOS (Dawson y col., l99lb; 1993; 1994). En estos trabajos se

muestra que la inhibición de la actividad de la NOS es efectiva en prevenir la muerte

neuronal inducida por NMDA pero no la neurotoxicidad del quiscualato y el kainato.

Así mismo, la neurotoxicidad producida por la elevación de los niveles intracelulares

de calcio, por la exposición de las células al ionóforo de calcio A23187, puede ser

prevenida por los inhibidores de la NOS (Dawson y col., 1993). De igual forma,

compuestos que liberan NO, tales como el nitroprusiato de sodio (SNP), SIN-l y S­

nitroso-N-acetil-penicilamina (SNAP), son neurotóxicos (Dawson y col., 1993; Lustig

y col., 1992). Por otra parte, la hemoglobina reducida, que forma complejos con el

NO, tiene un efecto protector frente a la toxicidad del NMDA, el A23 187 y de agentes

que liberan NO en rodajas de hipocampo (Izumi y col., 1992; Wallis y col., 1992) y de

estriado (Kollegger y col., 1993), asi como en una variedad de sistemas celulares en

cultivo (Cazavieille y col., 1993; Dawson y col., l99lb; 1993; 1994; Reif, 1993;

Corasaniti y col., 1992; Lustig y col., 1992; Tamura y col., 1992). Además, la

administración de bajas dosis de inhibidores de la NOS reduce el volumen del infarto

en modelos animales de trauma e isquemia focal (Buisson y col., 1992; Nagafuji y

col., 1992; Nishikawa y col., 1993; Nowicki y col., 1991; Trifiletti, 1993) y previene

la muerte de las motoneuronas inducida por la ablación del nervio de la raíz ventral en

ratas (Wu y Li, 1993).

A pesar de la fuerte evidencia detallada acerca de la participación del óxido niuitco en

la excitotoxicidad, otros autores no encuentran neuroprotección por la inhibición de la
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NOS (Demerle-Pallardy y col., 1991; Pauwels y Leysen, 1992; Regan y col., 1993) y

aún encuentran que el pretratamiento no compuestos dadores de 'NO tiene un efecto

protector sobre la neurotoxicidad del NMDA (Lie y col., 1992).

1.4.4 TOXICIDADDEL óxrno NÍTRICO

La toxicidad de óxido nítrico per se, a las bajas concentraciones producidas in vivo, ha

sido sobrestimada debido a la extrapolación de su reactividad a altas concentraciones

(Beckman, 1994; Beclcmany col., l994a). El NO en presencia de oxígeno produce el

gas naranja dióxido de nitrógeno de acuerdo a la siguiente reacción:

2 ’NO + 02 —>2 'NOz

El dióxido de nitrógeno es un oxidante muy poderoso que a concentraciones por

encima de 300 ppm pude conducir a una muerte lenta por edema pulmonar. Sin

embargo, la reacción depende de la colisión de dos moléculas de NO con una de

oxígeno, de forma tal que la velocidad de formación del dióxido de nitrógeno aumenta

con el cuadrado de la concentración de NO a una concentración fija de oxígeno. En

solución la concentración del óxido nítrico está limitada por su insolubilidad relativa.

La máxima solubilidad es de 2 mM a temperatura ambiente y sólo 1,6 mM a 37°C

(Gilbert, 1994). En estas condiciones, la velocidad de la reacción a 37° es de 3,5 x lO6

M'2 s". Por lo tanto, suponiendo una presión de oxígeno constante de lO Torr y una

concentración de NO de 100 uM, el tiempo en que la concentración del NO cae a l

uM es de 5 horas (Gilbert, 1994). Si consideramos que la concentración de óxido

nítrico en condiciones de daño cerebral por isquemia-reperfusión en la rata está en el

rango de 2-4 uM (Malinski y col., 1993), entonces la formación de dióxido de

nitrógeno seria mínima ya que su velocidad de formación seria al menos lO millones

de veces menor, y por lo tanto, la formación de ’NO; no explicaría los efectos tóxicos

del 'NO. A las bajas concentraciones en que el 'NO es producido in vivo, puede ser

administrado por semanas en fase gaseosa para tratar la hipertensión pulmonar. Las

interpretaciones realizadas, a panir de estudios que utilizan concentraciones de 100­

1000 pM de 'NO, de la toxicidad directa de óxido nítrico son incorrectas debido a que
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en esas condiciones hay una rápida formación de dióxido de nitrógeno (Beckman y

col., l994a).

1.4.5 REACTI'VIDADDEL óxmo NÍTRICO EN CONDICIONES
FISIOLOGICAS

En soluciones fisiológicas el óxido nítrico presenta cinco reacciones principales. La

primera de ellas es la unión del óxido nítrico al hierro ferroso del grupo hemo (Sharma

y col., 1987; Radi, 1995) de la guanilato ciclasa y otras proteínas, el cual es importante

para la activación de vías de transducción de señales:

Hemo-Fe2++ 'NO —>Hemo-FezïNO

La segunda reacción y seguramente la más importante ruta de degradación del ’NO in

vivo es la reacción rápida e irreversible con la oxi-hemoglobina (Hb) o la oxi­

mioglobina para producir nitrato (Wade y Castro, 1995; Doyle y Hoekstra, 1981;

Goretski y Hollocher, 1988; Radi, 1995):

¡{b-F6102 + NO' —>Hb-Fe2+OONO —>¡{b-Fe“ + N03"

Los glóbulos rojos tienen un contenido de 50 mM de ext-hemoglobina que les permite

metabolizar el óxido nítrico que difimde dentro de la corriente vascular. El 'NO puede

desde su lugarde síntesis,más de 100 um, que es la distanciamedia a un

capilar, en alrededor de un segundo. La met-hemoglobina que resulta de la reacción

con el óxido nítrico será reducida por mecanismos dependientes del NADPH en los

glóbulos rojos.

La tercer reacción es la unión directa del NO a hemoproteínas con el hierro en estado

fém'co, como por ejemplo la met-hemoglobina, que resulta en la formación de un

complejo que puede ser hidrolizado a deoxihemoglobina y nitrito o derivar en la

transferencia del grupo nitIosilo a grupos nucleofilicos, como por ejemplo los grupos

tiol (Wade y Castro, 1990; Radi, 1995):

47



Hb” + 'No —>[Hb3+...NO]—>HbZtNO —>Hb” + No; + 2 rr

Hb" + ’NO —>[Hb’LNO] —>HbzïNO + RS' —>Hb” + RSNO

De hecho, los grupos nitrosotiol se forman in vivo y tienen efectos biológicos

importantes (Stamler y col., l992a,b,c; Kearney y col., 1993).

La cuarta reacción es la combinación reversible del óxido nítrico con el oxígeno

molecular para formar el radical nitrosildioxilo, el cual es estabilizado por la

formación de uniones puente de hidrógeno con el agua (Beckrnan y Koppenol, 1992):

H20

'NO + 'O-O' —->ONOO°-(H20).,

El oxígeno es requerido para la síntesis del 'NO y por lo tanto debe estar presente en

los tejidos a concentraciones mucho mayores que el NO. La formación del radical

nitrosildioxilo puede ser responsable de la vida media sorprendentemente corta del

óxido nítrico en los sistemas biológicos.

La quinta y última reacción es la reacción del óxido nítrico con el radical superóxido

para formar el peroxinitn'to (Huie y Padmaja, 1993):

'NO + 02" —)ONOO'

A pH fisiológico, el peroxinitrito se protona rápidamente dando el ácido peroxinitroso,

el cual decae rápidamente para producir especies con la reactividad del radical

hidroxilo y del dióxido de nitrógeno (Beclcman y col., 1990):

(pK. = 6,8) (e. < 1 seg.)

ONOO‘ + H+ (-> ONOOH —)N02 + 'OH

Sin embargo, las reacciones directas de oxidación por el peroxinitn'to parecen ser más

tóxicas que la producción de especies con reactividad similar a la del radical hidroxilo

producida por este agente oxidante (Beclcrnany col., 1994a; Beclanan, 1994).
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1.4.6 ECTOS NEUROPROTECTORESY NEUROTÓXICOSDEL ÓXIDO
NITRICO.

Como ya ha sido discutido el óxido nítrico parece tener respuestas opuestas en cuanto

a sus efectos en los procesos neurodegeneratívos. En base a la reactividad de este

agente en condiciones fisiológicas, recientemente se ha propuesto un mecanismo

basado en reacciones de óxido-reducción que pemu'te explicar las respuestas opuestas

del NO en los procesos neurodegenerativos (Lipton y col., 1993; Lipton y Stamler,

1994; Lipton y col., 1994).

1.4.6.I Fundamentos dela Hipótesis.

La estimulación excesiva del receptor de glutamato de tipo NMDA ha sido asociada

con una gran variedad de desordenes neurológicos y enfermedades

neurodegenerativas, incluyendo el daño cerebral ligado a la hipoxia-isquemia, el

trauma, la epilepsia, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la

esclerosis lateral amiotrófica, la demencia de Alzheimer y la demencia producida por

el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (Lipton y Rosenberg, 1994). El receptor

de tipo NMDA ha sido clonado y se definieron varios sitios de importancia fimcional

(Seeburg, 1993) que incluyen los sitios de unión del glutarnato (o el NMDA) y la

glicina, y un sitio redox modulatorio definido por la presencia de grupos tiol cn'ticos

(Aizenman y col., 1989; 1990). Este último controla la frecuencia de apertura del canal

iónico acoplado al receptor: cuando está oxidado la actividad del canal disminuye y

cuando es reducido químicamente, el canal se abre con mayor frecuencia (Aizenman y

col., 1989; 1990; Lipton y col., 1994; Lipton y Stamler, 1994).
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1.4.6.2 Efectos Neuroto'xicos del Óxido Nítrico.

La exposición de cultivos de neuronas corticales a S-nitrosocisteína y otros

compuestos generadores de 'NO conduce a la muerte de la totalidad de las células.

Este efecto se revierte totalemten por la incubación simultánea con superóxido

disrnutasa, la cual no afecta la producción de óxido nítrico (Lipton y col., 1993). La

explicación más probable para estas observaciones es que el 'NO producido reacciona

con el radical superóxido para formar peroxinitrito. En presencia de SOD, la cantidad

de radical superóxido disminuye y por lo tanto se limita la formación del peroxinitrito

y en consecuencia la muerte neuronal (Lipton y col., 1993; 1994; Lipton y Stamler,

1994). El peroxinitrito es tóxico para los cultivos de neuronas corticales y su toxicidad

no es afectada por la presencia de SOD (Lipton y col., 1993).

1.4.6.3 Efectos Neuroprotectores de los Compuestos Dadores de Óxido Nítrico

El nitroprusiato de sodio protege de la muerte neuronal estimulada por NIVHDA,sin

tener efecto per se (Lipton y col., 1993; 1994; Lipton y Stamler, 1994). El

nitroprusiato de sodio tiene el grupo 'NO coordinado con el hierro, con un alto

carácter nitronio (NO‘). El nitroprusiato no libera el óxido nítrico espontáneamente,

pero puede reaccionar con el anión tiolato del sitio redox del receptor NMDA para

formar un complejo, en el cual se forma un enlace entre el azufre y el nitrógeno. Esta

reacción puede ser asimilada a una S-nitrosilación (Lipton y col., 1994; Lipton y

Stamler, 1994). La inactivación del receptor NMDA puede ocurrir directamente (por la

formación del complejo con el nitroprusiato) o por la posterior formación de un puente

disulfuro (Fig. l.7 A).
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Figura 1.7. " " " ' de los " ' r' v " " del Óxido
Nitrico. A) Mecanismo de la protección del nitroprusíato. B) Mecanismo de neuroprotección de otros
compuestos dadores de óxido nítrico del tipo de los nitrosotioles. C) Mecanismo de la neurotoxicídad del
nitrom'usiato. Adaptado de Limon v 001.. 1994

Efectos protectores también fueron observados para la S-nitrosocisteína, en presencia

de SOD para evitar que el 'NO producido por la rotura homolítica del compuesto

pueda producir peroxininito. Además, en estas condiciones, se determinó que la S­

nitrosocísteína inhibe a1 aumento de calcio libre citoplasmático estimulado por el

NMDA (Lipton y col, 1993; Lei y col., 1992; Lipton y Stamler, 1994). La protección

ejercida por este compuesto dador de 'NO puede ses explicada por el carácter de

nitrosonio que tiene el grupo NO unido al azufre, que facilita la transferencia de un

NO" equivalente al grupo tiol en el sitio de regulación redox del receptor NMDA. Esta
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reacción resulta en la formación de un nitrosotiol derivado del receptor que disminuida

su actividad posiblemente potenciado la formación de un enlace disulfuro (Fig. 1.7 B;

Lipton y col., 1993; 1994; Lipton y Starnler, 1994). El óxido nítrico no es responsable

de la inhibición de la actividad del receptor NMDA ya que no se encontró correlación

entre la producción de 'NO, por los compuestos dadores de óxido nítrico, y las

respuestas del receptor NMDA. Por otra parte, el ascorbato que aumenta la velocidad

de liberación de 'NO por la S-nitrosocisteina, disminuye marcadamente el efecto

inhibitorio que este último compuesto ejerce sobre las corrientes evocadas por NMDA

(Lipton y col., 1993), probablemente previniendo la nitrosilación del grupo tiol del

sitio activo por eliminación de equivalentes NO+ (Lipton y col., 1994; Lipton y

Stamler, 1994).

1.4.6.4 Interconversío’n de los Estados Redox del Óxido Nítríco.

Una evidencia final que las condiciones redox pueden determinar los efectos

neurotóxicos o neuroprotectores de un determinado compuesto, la incubación de

nitroprusiato con un exceso de grupos tiol (provistos por la cisteína o la N-aceu'l­

cisteína) convierten a este compuesto en una neurotoxina. Los grupos tiol promueven

la liberación de óxido niuico por el nitroprusiato y conducen a la neurotoxicidad a

través de la formación de peroxinitrito (Fig. 1.7 C), la cual puede ser prevenida por la

SOD (Lipton y col., 1993). Basándose en esto resultados, se sugirió que los

compuestos dadores de óxido nítrico no producen 'NO rápidamente, sino que

reaccionan con los grupos tiol del receptor NMDA para evitar la neurotoxicidad.

En resumen, la reacción del óxido níuico con el radical superóxido puede conducir a la

muerte neuronal a través de la formación de peroxiniuito, y no es un efecto directo del

'NO. Por otra parte, las reacciones de los equivalentes NO+con los grupos tiol del sitio

redox del receptor NMDA puede conducir a la neuroprotección por inhibición de la

entrada de calcio. Por lo tanto, la función de la célula puede ser controlada por, o a

través de, la S-nitrosilación de proteínas, y abre la posibilidad que el grupo NO pueda
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iniciar cascadas de transducción de señales en la membrana celular. Finalmente, el

medio redox local de los sistemas biológicos parece ser de importancia critica en la

comprensión de las actividades biológicas del óxido nitn'co (Lipton y col., 1994;

Lipton y Stamler, 1994).

En este contexto, se ha visto que el óxido nítrico puede ejercer efectos protectores o

destructivos sobre las membranas celulares induciendo o inhibiendo la

lipoperoxidación (Rubbo y col., 1994). Los efectos protectores del óxido nítrico se

deben a que es un potente terminador de las reacciones en cadenas de la

lipoperoxidación. El 'NO per se no produce lipoperoxidación, pero puede tener efectos

pro-oxidantes por su reacción con el radical superóxido y la consecuente producción

de peroxinitn'to. Por lo tanto, el efecto antioxidante o pro-oxidante del óxido nítrico

son altamente dependientes de las concentraciones relativas de los diferentes radicales

libres y oxidantes involucrados (Rubbo y col., 1994).

1.5 EL PEROXINITRITO

La formación de radicales libres, incluido el óxido nítrico, ha sido implicada como una

vía final común para la neurodegeneración en una variedad de enfermedades

neurológicas crónicas y agudas (Lipton y Rosemberg, 1994; Beckman, 1994; Beckman

y col, 1993; Manes y col., 1993; Fahn y Cohen, 1992), asi como también mediando la

muerte celular en modelos experimentales de muerte celular (Albina y col., 1993; Behl

y col., 1994; Dawson y col., 199lb; 1993; Hennet y col., 1993; Hockenbery col.,

1993; Izumi y col., 1992; Jackson y col., 1990; Kato y col., 1992; Kollegger y col.,

1993). Sin embargo, los compuestos habitualmente postulados como mediadores del

daño oxidativo no explican, por lo menos en términos biológicos, la toxicidad

verificada para las especies reacfivas del oxígeno, ya sea por ser extremadamente

reactivos, por su baja reactividad o por sus concentraciones in vivo. Un problema
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similar se presenta con el óxido nítrico, como ya fue discutido previamente.

Finalmente, la vía común cada vez más aceptada para explicar la neurotoxicidad de las

especies reactivas del oxígeno y del óxido nítrico es la reacción de este último con el

radical superóxido para formar el poderoso oxidante peroxiniuito.

La formación de peroxinitrito en sistemas biológicos ha sido demostrada en

macrófagos de rata (Ischiropoulos y col., 1992), neutrófilos humanos (Carreras y col.,

1994) y células endoteliales en cultivo (Kooy y Royall, 1994). Además, residuos de

nitïotirosina - un marcador de la presencia del peroxinitrito (como se verá más

adelante) - fueron encontrados en arterias ateroescleróticas (Beckman y col., l994b) y

en daños agudos a los pulmones en humanos (J.S Beckman, comunicación personal).

1.5.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL PEROXIN'ITRITO

El peroxinitrito es un oxidante sorprendentemente complejo para una molécula de

cuatro átomos. De hecho, el peroxinitrito es el más poderoso y tóxico oxidante

conocido que se puede generar in vivo, debido a su vida media relativamente

prolongada (Beckman y col, 1990; Wang y col., 1991; Ischiropoulos y col., l992a,b).

Tiene el menor pKa conocido para cualquier peróxido, aproximadamente 6,8. También

posee el enlace peróxido más débil (de alrededor de 20 kcal/mol) que puede ser roto

por la energía térmica disponible a temperatura ambiente (Edwards y Plumb, 1994).

Sin embargo, el peroxinitiito es muy estable en soluciones alcalinas donde puede ser

almacenado por meses a bajas temperaturas (Beclcmany Tsai, 1994).

1.5.2 LA COMPLEJA REACTIVIDAD DEL PEROXINITRITO

El factor que más conm'buye a la toxicidad del peroxinitrito es su inusual estabilidad

como anión. Como ya fue mencionado, el peroxinitiito puede ser almacenado por

semanas en NaOH 0,1M a -20°C. Aún a pH fisiológico, la estabilidad del peroxinitn'to

le permite difundir considerables distancias a escala celular y cruzar las
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biomembranas. Sin embargo, a pH fisiológico se toma altamente reactivo por tres vias

oxidativas diferentes (Fig. 1.8): i) su protonación (formación del ácido peroxinitroso) e

inmediata descomposición para formar un intermediario con la reactividad del radical

hidroxilo y del dióxido de nitrógeno (Koppenol y col., 1992; Crow y col., 19949);

ii) la reacción directa con los grupos sulfliidrilo (Radi y col., l99la); y iii) la reacción

con metales de transición para formar un potente agente nitrante con la reactividad del

ion nitrosolio (Beckman y col., 1992; Ischiropoulus y col, l992b; Radi, 1995).

R. sox
R-SH

omo-L "Hot-"wo!"

SOD

metales de N024»+ .OH
transición

Figura 1.8. Vías oxidativas del Eroxinitrito. Además de las vías que se representan, el peroxinitrito puede
presentar un rearreglo molecular para formar nitrato a pH levemente alcalino (pH-8). Las diferentes vías
oxidativas son posibles porque el enlace 0-0 del peroxinitrito puede reacionar de forma diferencial si se
rompe homoliticamente para dar HO“y ’NOz o heteroliticamente para dar HO' y NOZ‘. La rotura homolítica
del peroxinitrito a pH neutro requiere aproximadamnte 18 kcal/rnol (Koppenol y col, 1992), La separación
completa del peroxinitrito en radical hidroxilo y el ión nitronio requiere sólo 13 ¡real/mol. Aunque el costo
energético rara formar el ion nitrosolio es menor, hay barrera energética de 45 kcal/mol para formar el par
inicial Han-“NO; en agua. Por lo tanto, una barrera cínen'ca favorece la descomposición por la via de la
formación del radical hidroxilo, a menos que haya metales de transición presentes. Los quelatos de metales de
transición tales como el FekEDTA disminuyen la barrera energética de activación a l2 kcal/mol analizando
la vía de la prothrcción del ión nitronio (Koppenol y col, 1992). De esta forma, las reaciona catalizadas por
metales pueden ser de importancia en la toxicidad del peroxinitrito
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1.5.2.1 Formación de Especies con la Reactividad del Ion Nitronio Catalízadas por
Metales.

A pesar que el radical hidroxilo se como el más tóxico de los radicales libres del

oxígeno, otras reacciones directas son más importantes para la comprensión de la

citotoxicidad del peroxinitn'to. Otra vía oxidativa involucra la rotura heterolitica del

peroxinitrito para formar especies con la reactividad del ion nitronio (NOf), las cuales

son catalizadas por metales de transición (Beclcmany col., 1992).

Los metales de transición como el Fe3+EDTAaparentemente catalizan la formación de

especies con la reactividad del nitronio a partir del peroxinitrito por las siguientes

reacciones:

ONOO' + Fe3+EDTA —>N028*-O&-Fe3+EDTA

fenol + N025+-O&-Fe3*EDTA —>fenol-N02 + H+ + O'-Fe3+EDTA

2 H* + O'-Fe3+EDTA —>Hzo + Fe3‘EDTA

El simbolo 6 es usado para describir una separación parcial de cargas. En el primer

paso, el peroxinitrito anión es atraído electroestáticamente por el Fe3*EDTA para

formar un complejo intermediario. La densidad electrónica en el complejo es atraída

por el hierro fuera del nitrógeno, favoreciendo el corte heterolítico, para dar una

especie con la reactividad del nitronio, que ataca los fenoles. El complejo del

peroxinitrito con el quelato de hierro puede reaccionar directamente con el fenol sin

que el ion nitronio este fisicamente separado del complejo. El O'-Fe3+EDTA

reaccionará rápidamente con dos protones del solvente para liberar agua y regenerar el

quelato de hierro (Beckman y col., 1992).

Esta reacción provee una explicación alternativa para el papel de los metales de

transición en el daño oxidativo de los tejidos. La velocidad de reacción del

peroxinitrito con el Fe3+EDTA es de 5700 M'ls'l, está en el mismo rango que la

velocidad de reacción del peróxido de hidrógeno con este quelato (Beclcrnan y col.,

1992), pero la reacción del peroxinitiito no requiere que el hierro sea reducido para ser

tóxico.
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1.5.2.2 Reacción del Peroxinitrito con la Supero'xido Dismutasa.

El peroxinitrito reacciona con el sitio activo de la superóxido dismutasa para formar

especies con la reactividad del ion nitronio (Fig. 1.9) de forma análoga a la descripta

para los quelatos de hierro. Sin embargo, el cobre en el sitio activo de la SOD es

necesario para la formación del aducto. Para explicar el papel esencial del cobre en el

sitio activo y la posterior formación de la 3-nítrotirosina localizada a 18-21 Á del sitio

activo, se propuso que el peroxinitrito es atraído por las mismas fuerzas electrostáticas

que atraen al superóxido (Beckrnan y col., 1992; Ischiropoulus y col., l992b).

Superficie
° de lason

Figura 1.9. Reacción del peroxinitrito con la superóxido dismutasa. La ubicación de los amino ácidos
cargados positivamente alrededor del sitio activo facilita la atracción del peroxinitrito cargado
negativamente.

El peroxim'tn'to parece unirse al cobre en el sitio activo para formar un aducto

transitorio:

SOD-Cu2+--'OO-N=O—>son-cu1*0'--0=N*=o
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El peroxinitn'to unido a la superóxido disrnutasa puede entonces atacar a un fenol por

medio de un intermediario con la reactividad del nitronio para formar un nitrofenol:

son-cu1*0'--0=N*=o + fenol —>son-cu” + fenol-N02+ HO'

En ausencia de fenoles exógenos, el peroxinitrito unido a la SOD puede lentamente

nitrar la tirosina 108 de una segunda molécula de superóxido dismutasa (Ischiropoulus

y col., l992b; Smith y col., 1992). La Cu/Zn superóxido disrnutasa no es inactivada

por su reacción con el peroxinitn'to y continúa actuando catalíticamente después de la

modificación. Las Mn y Fe superóxido dismutasas son lentamente inactivadas por la

reacción con el peroxinitrito, probablemente debido a la nitración de una tirosina en su

sitio activo. La velocidad de nitración de compuestos fenólicos de bajo peso molecular

es de las más rápidas descriptas para el peroxinitrito con un valor de 105 M'l s'l

(Beckman y col., 1992).

1.5.2.3 Oxidacio'n de Grupos Sulflridrilo

El peroxinitrito oxida directamente grupos sulfhidrilos de compuestos de bajo peso

molecular y de proteínas (Radi y col., l99la). La velocidad de descomposición del

peroxinitiito se incrementa en forma directamente proporcional al aumento de la

concentración de grupos sulfhidrilo, indicando que el oxidante ataca directamente

estos grupos (Fig. 1.8). Compuestos con grupos sulfhidn'lo como el glutatión o la

cisteína son atrapadores de peroxinitrito a concentraciones moderadamente altas, con

velocidades de reacción de 2-6 x lO3M'ls'l (Radi y col., 199la). Estas velocidades de

reacción son tres ordenes de magnitud mayores que las correspondientes a la reacción

del peróxido de hidrógeno con los grupos sulfhidrilo a pH 7,4. (Radi y col., l99la).

I.5.2.4 Iniciación dela Lipoperoxidacián por Peroxinitrito.
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El peroxinitrito es capaz de iniciar directamente reacciones de lipoperoxidación

después de su protonación y la formación de especies con la reactividad del radical

hidroxilo (Radi y col., l99lb). Los mecanismos serían similares a los descriptos

anteriormente en detalle.

1.5.3 TOXICIDAD DEL PEROXINITRITO

Diferentes tipos celulares del sistema inmune, incluido macrófagos, células de Kupfier

y neutrófilos, producen y liberan radical superóxido y óxido nítrico como parte de su

actividad bactericida (Nathan y Hibbs, 1991; O’Donnell y Liew, 1994; Colton y col.,

1994; Ischiropoulos y col., 1992; Carreras y col., 1994). Recientemente ha sido

demostrado que el peroxinitrito tiene actividad bactericida (Zhu y col., 1992) y que es

citotóxico para cultivos de Trypanozoma cruzi (Denicola y col., 1993). Además, ha

sido demostrado su efecto tóxico (a concentraciones de 250 uM) en cultivos de

neuronas corticales (Lipton y col., 1993).

El peroxinitrito puede atacar directamente, y por mecanismos extremadamente

rán'pidos, una gran variedad de blancos celulares por mecanismos extremadamente

rápidos, que incluyen grupos tiol (Radi y col., l99la) puentes disulfuro (Moreno y

Pryor, 1992) centros hierro-sulfurados (Castro y col., 1994; Hausladen y Fridovich,

1994; Radi, 1995) y dedos de zinc (Crow y col., 1995). Así mismo, el peroxinitrito

puede iniciar la lipoperoxidación (Radi y col., l99lb), oxidación de la metionina

(Moreni y Pryor, 1992), oxidación de la deoxiribosa (Beckman y col., 1990) y corte

del ADN (King y col., 1992). Además, puede reaccionar con metales de transición

para formar especies con la reactividad del ion nitronio, las cuales pueden atacar el

anillo fenólico de la tirosina, lo que resulta en la formación de 3-nitrotirosina

(Beclcman y col., 1992; Ischiropoulus y col., l992b; Radi, 1995). La presencia de

inmunoreactividad de nitrotirosina fire determinada en lesiones ateroescleróticas

humanas (Beckman y col., l994b,c), en pulmones sépticos (Haddad y col., 1994) y
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como amino ácido libre en el plasma de pacientes con artritis reumatoidea (Kaur y

Halliwell, 1994).

Es sabido que la nitración de los residuos de tirosina, por tetranitrometano, modifica la

función de las proteínas, incluidas el citocromo P450 (Janing y col., 1987), a-trombina

(Lundblad y col., 1988), y la ATPasa mitocondn'al (Guerrieri y col., 1984). Por otra

parte, la fosforilación de los residuos de tirosina tiene un papel critico en la regulación

celular y es un blanco importante del daño por nitración (Martin y col., 1990).

1.5.4 HIPÓTESIS PARA' LA ESTIMULACIÓN DE LA
NEURODEGENERACION EN LA ESCLEROSIS LATERAL
AMIOTROFICA.

La nitración de residuos de tirosina inhibe la posibilidad de que sean fosforilados

(Martin y col., 1990), lo cual puede tener efectos significativos sobre los mecanismos

de transducción de señales. En este sentido se propuso que este proceso sería

parn'cularrnente importante en la patogénesis de la esclerosis lateral amiotrófica (ELA).

La ELA se caracteriza por la degeneración de las motoneuronas en el asta ventral de la

médula espinal. Debido a que las fibras del músculo esquletico estan inervadas por una

única motoneurona cada pérdida es particularmente destructiva. Las intemeuronas que

rodean los núcleos motores producen óxido nítrico, que modula la plasticidad sináptica

(Valtschanoff y col., 1992) y pueden contribuir indirectamente a la destrucción de las

motoneuronas en la ELA, por la superóxido dismutasa (Beckman y col., 1993; l994a;

Beclcman, 1994). Originalmente, 13 mutaciones en 9 sitios diferentes de la SOD

fueron asociadas con la forma autosómica dominante de la esclerosis lateral

amiotrófica de fipo familiar (Rosen y col., 1993). Doce mutaciones adicionales fueron

posteriormente identificadas, y un codón puede presentar hasta cuatro mutaciones

diferentes (Deng y col., 1993). Debido a que los pacientes con ELA de tipo familiar

tienen un alelo normal de la SOD, la actividad de la enzima deberia estar disminuida

en al menos un 50% (Deng y col., 1993; Bowling y col., 1993), aumentado al doble la
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concentración de estado estacionario del radical superóxido, facilitando la formación

de peroxinitiito (Beckman y col., 1993; l994a; Beclcman, 1994).

Las mutaciones identificadas en el gen de la SOD, de pacientes de ELA de tipo

familiar, no afectan directamente los aminoácidos que forman el sitio activo, pero

pueden modificar levemente el sitio activo para permitir un mayor acceso del

peroxinitrito al cobre (Beckman y col., 1993; l994a; Beclcman, 1994). La

modificación química de varios aminoácidos en el sitio activo de la SOD, le permite

reaccionar con el peroxinitrito pero reduce la reacción con el radical superóxido

(Beckman y col., 1992). De esta forma, las mutaciones en la SOD pueden incrementar

la formación de peroxinitrito, debido a la reducción de la actividad enzimática así

como la nitración por el peroxinitrito de residuos de tirosina de blancos celulares

criticos (Beckman y col., 1993; l994a; Beckman, 1994).

La nitración de residuos de proteínas puede dañar lentamente a las motoneuronas, así

como a otros tipos celulares. La fosforilación de los residuos tirosina es el mecanismo

de transducción de señales más importante para la mayoría de los factores tróficos y es

inhibida por la nitración (Martin y col., 1990). Un mecanismo que puede conducir a la

ELA podría involucrar la interrupción de los sistemas de transducción de señales para

los factores tróficos. El músculo esquelético produce varios factores neurotróficos,

entre los que se destacan el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) y la

neurotrofina 3 (NT-3) (Henderson y col., 1993). Estos factores neurotróficos previenen

la muerte de la motoneuronas después de su inducción por daño (Yan y col., 1992;

Sendtner y col., 1992; Hughes y col., 1993), o durante el desarrollo embrionario

(Oppenheim y col., 1992) y mantiene la sobrevida de la motoneuronas en cultivo

(Henderson y col., 1993; Hughes y col., 1993). El BDNF y la NT-3 se unen al receptor

trkB (Klein y col., 1991; Stoppet y col., 1991; Squino y col., 1991) que tiene asociada

una actividad de tirosina quinasa (Klein y col., 1992; Stoppet y col., 1991). Como la

mayoría de los receptores tróficos, el trkB necesita autofosforilarse para su activación.
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Además, este receptor activa a la fosfolipasa Cy-l por fosforilación (Widmer y col.,

1993)

En resumen, la hipótesis plantea que la nitración de los residuos de tirosina puede

conducir a una disfunción de las vias de transducción de señales para los factores

tróficos, conduciendo, de esta forma, a la muerte neuronal.

Esta hipótesis predice que:

En modelos en los cuales la privación de factores tróficos estimula la muerte por

mecanismos apoptóu'cos, el tratamiento con peroxinitn'to deberia desencadenar los

mecanismos del suicidio celular.

o La niIIación de proteinas en tirosina debería ser un efecto de larga duración.

o Dado que la fosforilación y la nitracíón de residuos tirosina son mutuamente

excluyentes (Martin y col., 1990), el pretratamiento con factores tróficos antes de la

exposición al peroxinitrito debería prevenir la muerte celular y la incubación con

factores tróficos después de la exposición al oxidante no deberia presentar efectos.

Después del tratamiento con peroxinitrito debería haber una asociación entre la

nitración de proteínas en tirosina y la expresión del programa apoptótico.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es determinar la relación del peroxinitrito, el óxido

nítrico y las especies reactivas del oxígeno con la estimulación de la muerte celular por

mecanismos apoptótícos.

A fin de poder cumplir con el objetivo general propuesto, las investigaciones se

dividen en tres partes:

A) La primer parte esta dirigida al estudio del efecto del peroxinitrito sobre la

viabilidad celular ya la elucidación de sus mecanismos de acción. Los objetivos

parciales que se propuestos en esta etapa son:

o Estudiar los efectos tóxicos del peroxinitrito en modelos experimentales de cultivos

celulares.

o Determinar los mecanismos por los cuales el peroxinitrito estimula la muerte

celular.

Establecer la presencia de residuos de nitrotirosina en cultivos tratados con

peroxinitrito y la correlación entre la presencia de nitrotirosina y la muerte celular.

o Estudiar las interacciones del peroxinitrito con los factores tróficos.

B) Debido a que las motoneuronas reciben estímulos tróficos no sólo del músculo, sino

también de otros tipos celulares que interactúan con ellas (Henderson y col., 1993;

Henderson y col., 1994), la privación de factores tróficos del músculo podn'a inducir la

expresión de la NOS (Wu, 1993; Wu y col., 1994; Wu y Li, 1993) y desencadenar el

estrés oxidativo. Esto conducin'a a la formación de peroxinitrito el cual sen'a el

responsable de desencadenar la muerte celular. En este contexto los objetivos parciales

de la segunda fase de las investigaciones son:

o Corroborar el mecanismo apoptótico para la muerte de las motoneuronas estimulada

por privación de factores tróficos.
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o Estudiar el efecto de la incubación de los cultivos con inhibidores de la enzima de

síntesis del óxido nítrico en la sobrevida de la motoneuronas, en condiciones de

privación de factores tróficos.

o Determinar si compuestos antioxidantes revierten la muerte de las motoneuronas

estimulada por la privación de factores tróficos.

C) La última etapa de las investigaciones está dirigida al estudio de los efectos tóxicos

de los amino ácidos excitatorios sobre cultivos de motoneuronas. Los objetivos

específicos de esta etapa son:

o Determinar la sensibilidad de los cultivos de motoneuronas a los estímulos

excitotóxicos, tales como la exposición al glutamato.

Estudiar cuales son los recptores glutamatérgicos involucrados en el proceso

mediante el uso de agonistas para los receptores ionotrópicos para los amino ácidos

excitatorios.

Buscar evidencia acerca de la activación del programa apoptótico de muerte celular

por los amino ácidos excitatorios.

Para el cumplimiento de los objetivos planteados se eligió la línea de células PC12,

derivada de un feocromocitoma de rata (Greene y Tischler, 1976) y los cultivos

enriquecidos en motoneuronas (Schnaar y Schaffener, 1981) o de motoneuronas

purificadas (Henderson y col., 1995; Camu y col., 1993).

Los cultivos de células PC12 fueron elegidos debido a que la vitalidad de esta línea

celular es altamente dependiente de la presencia de factores tróficos en el medio de

cultivo (Greene y col., 1987; Greene, 1978; Mesner y col., 1992; Rukenstein y col,

1991; Taglialatela y col., 1991). Así mismo, la células PC12 se diferencian a neuronas

simpáticas por exposiciones prolongadas al NGF y otros factores tróficos (Greene y

col., 1987; Greene y Tischler, 1976; Greene, 1978). Por este motivo, y debido a la

variedad de factores tróficos a la cual responde en forma diferente, han sido

ampliamente usadas en el estudio de los macanismos de acción de los factores tróficos
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(Greene, 1978; Hempstead y col., 1994; Greene y Tischler, 1982; Rukenstein y col.,

1991; Miller y col., 1993; Nguyen y col., 1993; Muroya y col., 1992; Wu y Bradshaw,

1993; Paves y col., 1990). Por otra parte, esta línea celular ha sido extensivamente

usada en estudios sobre los mecanismos de la muerte celular apoptótica estimulada por

diversos factores (Batistatou y Greene, 1993; Wang y Pittrnan, 1993; Rukenstein y

col., 1991; Batistatou y Greene, 1991; 1993; Mah y col., 1993; Walkinshaw y Walters,

1995; Yao y Cooper, 1995; Troy y Shelanslci, 1994). Así mismo ha sido usada como

modelo para el estudio de la participación del estrés oxidativo en la estimulación de la

muerte celular, así como da la capacidad de algimos factores de estimular las defensas

antioxidantes (Jackson y col., l990a y b; 1992; 1994; Schubert y col., 1992; Pan y

Perez-Polo, 1993; Troy y Shelanski, 1994). Finalmente, la gran cantidad de

bibliografia disponible acerca de los mecanismos de la muerte celular y los factores

tróficos, junto con su versatilidad y facilidad de manipulación, hacen de esta línea

celular un modelo adecuado para el estudio de los efectos del peroxinitrito sobre la

viabilidad celular, así como de sus interaciones con los factores tróficos.

La participación del estrés oxidau'vo y de la NOS en la muerte de las motoneuronas in

vivo está bien establecido (Sendtner y Thoenen, 1994; Wha, 1994; Wu y col., 1994;

Wu y Li, 1993). Las motoneuronas han sido objeto de muchos estudios usando

modelos in vivo, pero su estudio detallado in vitro ha sido retardado por la complejidad

celular de la médula espinal con la consecuente dificultad en obtener de manera

reproducible cultivos de motoneuronas puros o altamente enriquecidos (Henderson y

col., 1995). En este sentido, los cultivos de motoneuronas son un modelo muy poco

estudiado en general y se dispone de muy poca información directa acerca la relación

entre el ’NO, el estrés oxidativo y la inducción de la muerte celular. Por otra parte,

quizas sea el tipo neuronal del cual se dispone de mayor información in vivo respecto

de la estimulación de su muerte y los mecanismos que la gobiernan (Oppenheim,

1991). Así mismo, las motoneuronas, tanto in vivo como in vitro, son extremadamente

dependientes de un entorno trófico adecuado para su sobrevida (Arakawa y col., 1990;

Grothe y col., 1991; Magal y col., 1991; Bloch-Gallegoy col., 1991; Oppenheim y
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col., 1992; Mart'muo y col., 1992; Sendtner y col., 1991; 1992; Yan y col., 1992;

Henderson y col., 1993; 1994; Hughes y col., 1993; Zurn y col., 1994) y, como ya fue

mencionado, ha sido postulada la participación del glutamato, las especies reactivas

del óxigeno y del óxido nítn'co en la estimulación de la neurodegeneración en la ELA

(Beckman y col., 1993; Lipton y Rosemberg, 1994). Estas características hacen que los

cultivos de motoneuronas sean un modelo sumamente interesante para el estudio de los

mecanismos de la muerte celular.
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3. MATERLALES Y MÉTODOS

3.1 MATERIALES

Los medios de cultivo, los sueros, la laminina y el factor de crecimiento nervioso

(NGF) utilizados fueron de Gibco-BRL (EE.UU.). El material plástico de cultivo fue

de Coming o Nunc. La insulina y el factor de crecimiento epidérrnico (EGF) fueron

provistos por Boehringer-Mannheim (Alemania). La neurotrofina 4/5 (NT 4/5) fue

Genentec Inc. (EEUU). Los factores de crecimiento fibroblástico (FGF) fiieron

generosamente provistos por el Dr. A. Thompson del Dpto. de Bioquímica, The

University of Alabama at Birmingham, EEUU. Todos los demás reactivos para el

cultivo y manipulación de las células utilizados fueron de Sigma Chemical Co.

(EEUU), grado cell culture tested. El peroxinitrito fue amablemente provisto por el

Dr. R. Radi del Dpto. de Bioquímica, Facultad de Medicina, Universidad de la

República, Uruguay. La 3-morfolinosidnonimina (SIN-l) fue una generosa donación

del Dr. A.G. Cassella (Hoestch, Alemania). El ApopTag kit para la detección in situ de

la fragmentación del ADN fue de Oncor (EE.UU.). La agarosa y los marcadores de

peso molecular cada 100 pb fueron de Gibco-BRL. El fago A cortado con I-Iind [II fue

generosamente provisto por el Dr. H. Bruzzoni del Dpto. de Bioquímica, Facultad de

Ciencias, Universidad de la República, Uruguay. Todos los demás reactivos para

electroforesis fueron de Sigma. Los amino ácidos excitatorios fueron de Sigma,

excepto el AMPA que fue de Tocris Neuramin (Reino Unido). Todo los demás

reactivos fueron de Sigma a menos que se especifique lo contrario.
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3.2 CULTIVOS CELULARES

3.2.1 CULTIVOS DE CÉLULAS PC12

3.2.I. I Cultivos de Mantenimiento

La línea de celular PC12, derivada de un feocromocitoma de rata (Greene y Tishler,

1976), fue mantenida en medio RPMI 1640 completo (Tabla 2.1). Cultivos

subconfluentes (3 x lO7 células) fueron crecidos en placas de Petri de 90 mm. de

diámetro preparadas con colágeno (como se indica en pánafo 1.1.5.1.2 “Preparación

de substratos para mantenimiento de la línea PC12”) en lO ml de medio RPM]

completo a 37°C bajo 5% de presión de C02 en aire. El medio de incubación fue

renovado cada 2-3 días y los cultivos repicados cada semana (1 placa a 6 placas),

desprendiendo mecánicamente las células por tn'turación con una pipeta plástica de 10

ml.

TABLA 2.]. Medio RPMI Completo

Componente Concentración

Medio RPMI 1640 10,4 g/l

bicarbonato de sodio 2,0 g/l

penicilina SOU/ml

estreptomicina 25 ug/ml

suero fetal bovino (SFB) 5%

suero de caballo 10%

El medio de cultivo con los antibióticos y el NaHCO; fue preparado con agua bidestilada, llevado a pH 7,4 y
esterilindo por filtración y almacenado a 4°C hasta 30 dias. Los sueros fueron agregados inmediatamente
antes de su uso y en estas condiciones se almacenó a 4°C durante no más de 7 días.
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3.2.1.2 Sembrado de las Células PC12 sobre Cubreobjetos

Se levantaron las células en el medio de cultivo condicionado por trituración con una

pipeta de 10 ml, se trasvasó a un tubo de centrífuga estéril de 15 ml. Se centrifugó a

600 g por 5 min. El precipitado celular fue mm. en 2.5 ml de medio RPMI sin suero y

las células fueron pasadas lO veces por una pipeta Pasteur estén'l. Se tomo una alícuota

y se colocó en un tubo de 1,5 ml inmediatamente después de terminada la separación

de las células, se diluyó 20 veces en PBS (Tabla 2.1'I)y se determinó el numero de

células con ayuda de un hemocitómetro (cámara de Neubauer). La suspención celular

fue diluida con RPMI completo a una concentración fina] de l-l,l x 105células/ml y

se sembraron 0,7 ml de la suspención por cubreobjetos de 22 x 22 mm. preparado

como se indica en párrafo 1.1.5.1.2 “Preparación de sustrato sobre cubreobjetos para la

línea PC12”. Se incubaron 2-4 hr. a 37°C en un incubador gaseado, y cuando las

células estaban adheridas al sustrato, se llevó a un volumen final de 2 ml con medio

RPMI completo. Los cultivos fueron mantenidos bajo las condiciones de C02

temperatura y humedad antes descn’ptas para los cultivos de mantenimiento.

TABLA 2.II. Composición de la_sSoluciones Salinas TamEonadas con Fosfato SEBSE.

Componente PBS PBS completo PBS 50 mM

NazHPO4 0,92 g/l 0,92 g/l 50 mM

KH2P04 0,20 g/l 0,20 g/l ­

NaCl 8,0 g/l 8,0 g/l 5,26 g/l

KC] 0,20 g/l 0,20 g/l 0,37 g/l

MgClz-óHzO - 0,163/1 0,163/1

CaClz - 2 H20 - 0,13 g/l 0,13 g/‘l

glucosa - 1,0 g 1,0 g/l

Las soluciones fueron llevadas a pH 7,4 y esterüiudas por filtración (0,22 pm).
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3.2.2 CULTIVO ENRIQUECIDO EN MOTONEURONAS

La preparación de los cultivos enriquecidos en motoneuronas se realizó de acuerdo a

Schnaar y Schaffner (1981) con algrmas modificaciones.

3.2.2.1 Disección de las Médulas Espinales Embrionarias.

El útero conteniendo los embriones (El4-E15; El = dia del coito) fue removido de la

rata preñada (sacrificada por dislocación cervical) e inmediatamente colocado en

DMEM-HEPES (Tabla III) a 0-4°C. El útero fue disecado en condiciones de

esterilidad, y las membranas que rodeaban a los embriones fueron removidas. Los

embriones fueron colocados en PBS completo (Tabla 2.III) a 4°C hasta que se finaliza

la disección. Luego, los embriones son transferidos a una placa de Petri de vidrio,

previamente tratada con Sigmacote, y se procedió a la remoción de la cabeza, la cola y

la mayoría de las vísceras usando una pinza de microcirugía (N° 5) como tijera. Así

mismo, se uso una pinza de microcirugía para estabilizarlos en el disco. La punta de

otra pinza se introdujo 2 mrn. en el canal central de la médula por la parte anterior y,

cerrando la pinza, se tiró del tejido dorsal hacia arriba y adelante de forma de descubrir

la médula. Se repitió la operación hasta abrir la médula espinal dorsalmente en toda la

extensión rostro-caudal del embrión. Luego se insertó la punta de la pinza cerrada

entre el borde dorsal de la médula y el tejido que la rodea en un punto

aproximadamente opuesto al esbozo de la pata delantera y se deslizo hacia el extremo

anterior y luego al caudal siguiendo la línea de menor resistencia. Se dio vuelta el

embrión y se repitió la misma operación en el otro lado hasta que la médula quedó

bien separada, a pesar que algunas meninges y ganglios dorsales quedaban unidos.

Después de liberar la cara ventral de la médula del resto del embrión, se sacó la

médula entera. La médula fue entonces colocada con la parte ventral para arriba,

liberada de meninges y ganglios dorsales y se cortó longitudinalmente (con un bisturi

con hoja N° 15) para quitar la médula dorsal. Las médulas así obtenidas son colocadas

en DMEM-HEPES a 4°C.
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TABLA 2.l]I. Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) Tamponado con
HEPES.

Componente Concentración

Medio DMEM (4,5 g/l de glucosa) 8,24 g/l

bicarbonato de sodio 0,37 g/l

HEPES (ácidoN-2-hydoñdilpipaazina-N’-2-etanosi.lll&iico) 2,4 g/l

El medio de cultivo fue llevado a H 7.4 esterilizado r filtración 0‘22 ). Se almacenó a 4°C.

3.2.2.2 Digestión Enzimática de las Médulas Espinales y Obtención de
Suspencíona‘ Celulara‘.

Las médulas enteras fueron colectadas por cenuifugación a 50 g por 2

resuspendidas en PBS completo, centrifugadas nuevamente y resuspendidas en 5 ml de

la misma solución conteniendo tn'psina (0,0025%; Tabla 2.IV) y DNAsa I (0,2 mg/ml;

Tabla 2.IV). Entonces, las médulas fueron incubadas a 37°C por 15-20 minutos con

agitación intermitente. La disociación enzimática fue detenida por el agregado de l ml

de SFB y la preparación colocada en hielo, lriturada veinte veces por pasaje a través de

una pipeta plástica estéril de 5 ml y centrifugada a 225 g por lO min. a 4°C. El

precipitado conteniendo las células fue resuspendido por uituración (20 veces) en 2,5

ml de DMEM-HEPES (4°C) conteniendo 0,1 mgml de nipsina y centrifugado a 4 g

por 5 min. para remover los grandes agregados. La suspención celular fue centn'fugada

sobre un colchón de metrizamida (9% en DMEM-HEPES; Tabla 2.IV) a 2500 g por 15

min. a 4°C. Las células retenidas en la fracción de siembra fueron colectadas, la

solución diluida 5 veces y centrifugadas a 800 g por 10 min. El precipitado

conteniendo la fracción enriquecida en motoneuronas fue resuspcndido l ml de medio

mínimo esencial (MEM) completo (Tabla 2.V) y el numero de células determinado por

conteo en un hemocitómetro. El rendimiento de la preparación fue de 6-8 x 104células

por médula.
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TABLA 2.[V. Soluciones Requeridas para la Purificación de la Fracción Enriquecida
en Motoneuron¿i_spor Centrifugación sobre Coliión de Mitrizamida.

Producto Solución Alicuotas Almacenar a

DNAsa I (Sigma D4527) 10 mg/ml 500 ul - 20°C

metrizamida 9% en DMEM-HEPES 10 ml 4°C

tripsina (Gibco-BRL) 2,5% 50 ul - 20°C

Todas las soluciones fueron esterilimdas por filtración (0,22 ¡.un)

TABLA 2.V. Medio Mínimo Esencial (MEM) Completo

Componente Volumenaflgado

MEM. 37,1 ml

selenito de sodio 0,05 ml

progesterona 0,05 ml

transfem'na 0,025 ml

insulina 0,25 ml

putrescina 0,50 ml

a-cetoglutarato 0,02 ml
extracto muscular 2 ml

suero fetal bovino (SFB) 5 ml

suero de caballo 5 ml

' El MEM se preparó con medio ( g/l), NaI-ICO; (3,7 g/l) y glucosa (5 g/l) en agua bidesu'lada. se llevó a pH
7,4 y se esterilizó por filtración (0,22 pm). Los demás ingredientes se muestran en la Tabla 2.V

3.2.2.3 Cultivodela Fracción Enriquecida en Motoneuronas.

Las células fueron sembradas a una densidad de 10" células/cm2 sobre cubreobjetos de

18 x 18 mm. (preparados como se indica en ) o en microplacas de cultivo (96 pocíllos ­

pocíllos de 6 mm. de diámetro) preparados con poli-L-lisina (como se indica en el

párrafo 1.1.5.2 “Preparación de substratos para cultivos enriquecidos en

motoneuronas”). Los cultivos fueron mantenidos a 37°C en una atmósfera 5% C02­

95% aire, saturada de humedad.
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TABLA 2.VI. Suplemento para el Medio de los Cultivo Enriquecidos en
Motoneuronas.

Suplemento Solución Procedimiento

Insulina 1 n1ng (100K) Disolver5 mg en 0,5 ml de HCl 0,1 M, agregar 4,5 ml
H20

Putrescina 10'2 M (loox) Disolver6,4 mgen 4 mlde PBS

Transfen'ína lO ¡ng/m] (loox) DisolverlOmgen l mlde PBS

1,5 M Disolver 2,19 g en 10 ml de HZO.Ajustar el pH a 7.4a-cetoglutarato

Extracto de 5 mg de proteína/ml LOSmúsculosde las Palasmms de ratas lactantes(l
músculo día) fileron homegeneimdos en tres volúmenes de PBS

conteniendo EDTA (l mM) y EGTA (0,5 mM) en un
Politron (90 seg. 4°C) y centrifugados a 32000 g (l hr).
El sobrenadante fue nuevamente centrifugado a 100000 g
(2 hr.) y el último sobrenadante dialjmdo durante 12 hr.
contra PBS (Smith y Appel, 1983). El extracto fue
almacenadoa-70°Chastasuuso.

glucosa 100 ¡ng/ml en MEM Disolverl gr. de glucosaen lo ml de MEM.

selem'to de sodio 3 x 10-5 M (looox) Disolver l mg en 19,3ml de H20. Ajustar el pH a 7,4 y
diluir lO veces en HZO.

2 x 10'S M (looox) Disolver l mg en 1,6ml de etanol. Diluir 100voces másProgesterona
en etanol

Todas las soluciones fueron esterilizadas por filtración (0,22 pm).

3.2.3 PREPARACIÓN DE CULTIVOS DE MOTONEURONAS' POR LA
COMBINACION DE LAS TECNICAS DE CENTRIFUGACION SOBRE
COLCHÓN DE METRIZAMIDA E INMUNO-AFINIDAD.

La preparación de los cultivos de motoneuronas se realizaron de acuerdo a Camu y col.

(1993) y Henderson y col. (1995).

3.2.3.1 Disección de la Médulas Espinales‘.

Las médulas espinales de embriones de rata (E15) fueron obtenidas como se describe

en el párrafo 1.1.2.1 “Disección de las médulas espinales embrionalias”.
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3.2.3.2 Preparación de Suspenciones de Células Dísociadas dela Médula Espinal.

Cada médula espinal fue cortada en alrededor de lO pedazos usando un bisturí. Los

fragmentos (el equivalente a dos médulas por tubo) fueron transferidos a tubos cónicos

de centrífuga (estériles) de 15 ml en l ml de PBS (Tabla III). Se le agregó 20 ul de

n'ipsina (concentración final 0,05%; Tabla 2.VII) y se incubó por 15 minutos a 37°C,

con agitación frecuente. La incubación fue finalizada por remoción del sobrenadante

usando una punta azul de pipeta automática y agregado (a temperatura ambiente) de

las siguientes soluciones:

o medio de cultivo (Tabla 2.VIII) 0,8 m1

o BSA 4% (Tabla 2.VII)

o DNAsa l mg/ml (Tabla 2.VII) 0,1 ml

Se agitó vigorosamente con la mano (aproximadamente 3 min.) hasta que la DNAsa

0,1 ml (para inactivar la tripsina)

digin'ó el ADN y pemiin'ó que los fragmentos agregados se separan y se liberan las

células espontáneamente (turbidez visible). Se permitió a los fragmentos flocular y se

colectaron los sobrenadantes. A cada tubo conteniendo los fragmentos remanentes se

le agregó:

o medio de cultivo 0,9 m1

o BSA (4%) 0,1 ml

o DNAsa (l mg/ml) 20 ul

Los fragmentos remanentes fueron tn'turados por medio de 4 pasajes suaves a través de

una punta azul de pipeta automática. Se permitió a los fragmentos flocular y se

recogieron los sobrenadantes que fueron mezclados con los anteriores. Se repitió el

procedimiento y se mezclaron todos los sobrenadantes. Los sobrenadantes fueron

diluidos dos veces con medio L15 y sembrados suavemente sobre un colchón de l m1

de BSA (4%) en un tubo de centn'fuga cónico de 15 ml. Se centrifugaron durante lO

min. a 300 g a temperatura ambiente. El sobrenadante conteniendo la tn'psina y los

detritos fue removido por aspiración desde la superficie y el precipitado celular fue

resuspendido en l ml de medio de cultivo, al cual se le agregaron 20 ul de la solución
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de DNAsa, por medio varios pasajes suave a través de una punta azul de pipeta

automática.

TABLA 2.VII. Soluciones Requeridas para la Purificación y Cultivo de Motoneuronas
por las Técnicas Combinadas de Centrifugación sobre Colchón de
Metrizamida e Inmuno-Afinidad.

Producto Solución Alicuotas Almacenar a

anti-ratón Ig (Cappel) 2 mg/ml 4 °C

BSA (Sigma A3311) 4% en L15 10ml 4°C

DNAsa I (Sigma DN-25) 1 mg/ml 500 ul - 20°C

glucosa 72 mg/ml en L15 5 ml - 20°C

metn'zamida 6,5% en L15 10 ml 4°C

penicilina-estreptomicína 10000 U/ml-lO mg/m (100x)l 500 pl - 20°C

bicarbonato de sodio 7,5% en H20 20°C

tripsina (Gibco-BRL) 2,5% 50 pl - 20°C

TABLA 2.VIII. Composición del Medio de Cultivo Completo para los Cultivos de
Motoneuronas

Componente Volumenamado

Medio L15 45,4 ml

glucosa 2,5 ml

penicilina-estreptomicina 0,5 ml

progesterona 0,05 ml

mezcla [PCS 1,55 ml

bicarbonato de sodio 1,25 ml

suero de caballo 1,0 ml

Todos los ingredientes se muestran en las Tablas 2.V11y 2.D(. Después de la preparación. se corrigió el pH y
se porfiltración(0,22um)y se almacenó,en algunoscasos,durantemásde una semana.

Las células se observaron en un hemocitómetro (Neubauer). Se hallaban

completamente disociadas y alguna presentaban neuritas. La mayoría eran brillantes a

la fase aunque a veces las grandes motoneuronas se veían grises a medida que se

apoyaban en el hemocitómetro.
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TABLA 2.IX. Suplemento N2 Modificado para el Medio de Cultivo.

Suplemento Solución Procedimiento

Insulina 500 ¿lg/m] (loox) Disolver 2,5 mg en 0.5 ml de HC! 0,1 M, agregar 4,5 ml
HZO

Putrescina 10'2 M (100x) Disolver6,4 mg en 4 ml de PBS

Conalbumina 10 mg/ml (loox) Disolver 10mg en l ml de PBS

Selenito de sodio 3 x 10'5 M (lOOOx) Disolver 1 mg en 19,3 m1de Hzo- Ajustar el pH a 7,4 y
diluir lO veces en HZO.

2 x 10's M (1000x) Disolver l mg en 1,6 ml de etanol. Díluir 100 veces más
en etanol

' Sealmacenaronmbosconteniendo(500p1deinsulina+500tddeputrescina+500 pideeonalbiunina+50
ul de selenito de sodio) como “mezcla lPCS” a - 20°C. La progesterona fue almacenada separadamente a ­
20°C.

Progesterona

3.2.3.3 Centrifugacio’n sobre Colchón de Metrizamida

El equivalente de 4-5 médulas fue sembrado en 1,5 ml de medio de cultivo sobre un

colchón de 2 rnl de metn'zamida (6,5% en medio L15; Tabla VII). Se centrifugó por 15

min. a 500 g en una centrífuga de cultivo a temperatura ambiente. Una vez finalizada

la cenuifugación se pudo ver un precipitado en el fondo del tubo (células pequeñas) y

una banda turbia en la interfase medio-menizamida. Usando una punta azul se

removieron 0,8 ml del sobrenadante claro y se colectó la banda en aproximadamente l

ml, incluyendo algo de metrizamida de la interfase. Se diluyó tres veces con medio

LlS para la densidady se centrifugósobreun colchónde l ml. de BSA(4%)

por lO min. a 300 g a temperatura ambiente. Las células fueron resuspendidas en l ml

de medio de cultivo y observadas en un hemocitómeti'o por medio de un microscopio

de contraste de fases. La distribución de tamaños fue mucho menor que en el paso

anterior, con una predominancia de células grandes, redondas y brillantes. El

rendimiento fue de unas 5-7 x lO4células por médula espinal.

3.2.3.4 Procedimientode Inmuno-Afinidadpara Puri/¡car las Motoneuronas
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Placas de Petri plásticas para bacteiiología (una placa por cada 4-5 médulas espinales)

fueron incubadas toda la noche a 4°C con 12 ml Tris-HCl (0,05 M, pH 9,5) y 20 ul de

anticuerpo de cabra anti-Ig de ratón purificado por afinidad (Tabla 2.VII),

asegurándose que toda la superficie de la placa quedara cubierta. El disco fue lavado

tres veces con 4 ml de PBS y se agregan lO ml del sobrenadante del hibridoma MC 192

(obtenido como se describe en el párrafo 1.1.4 “Cultivo del hibridoma MC 192”)

diluido 1:2 en PBS. Se incubó por al menos 2 horas a temperatura ambiente, se lavó

tres veces con PBS, sin permitir que la superficie del disco se secara. Se agregó la

suspención celular en lO ml de medio L15, el disco fue agitado para disuibuir las

células homogéneamente y se incubó a temperatura ambiente por 30 min. Al finalizar

el tiempo de incubación los preparados fueron observados en un microscopio de

contraste de fases a fin de verificar que un número significativo de células estaba

adherido. Se agitó el medio y se volcó en un vaso de precipitado. Se lavó repitiendo el

procedimiento 8 veces. Se descartó el último lavado y se agregaron 3 ml del

sobrenadante del hibridoma sin diluir. Se golpeó vigorosamente el disco contra la

palma de la mano durante 5-10 min, para despegar las células. Cuando la mayoria de

las células estuvo despegada se colectaron usando una punta azul. El medio fue

reemplazado con 3 ml. de L15 y se lavó suavemente toda la superficie de la placa con

una punta azul de pipeta automática y se unió este medio con el obtenido

anteriormente. Las neuronas fueron colectadas por cenuifugación a través de un

colchón de BSA (4%) como fiie descripto anteriormente. El rendimiento fue de 2-3 x

lO4motoneuronas por médula espinal.

3.2.3.5 Cultivo de las Motoneuronas

Las células fueron sembradas a una concentración de 1,5 x 103células/ml de medio de

cultivo sobre discos de cultivo de 35 mm. o cubreobjetos de 22 x 22 mm. preparados

con poliomitina-laminina (como se indica en el párrafo 1.1.5.3 “Preparación de

substratos para cultivos de motoneuronas”) y mantenidos a 37°C en una atmósfera 5%

COz-95% aire, saturada de humedad. Todas los agregados fiieron realizados en el

momento del plaqueo.
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3.2.4 CULTIVO DEL HIBRIDOMA MC192

El hibridoma MC 192 (Chandler y col., 1984) que produce el anticuerpo monoclonal

Igl92 contra el receptor de baja afinidad para el factor de crecimiento nervioso

(p75NGFR)fue obtenido del Dr. C. Henderson de la Unidad INSERM 382, Marsella,

Francia.

El hibridoma fue crecido en frascos de cultivo (75 cmz) en 40 ml de medio RPMI 1640

(como el descripto en la Tabla I pero suplementado con 15% de SFB y sin suero de

caballo). El medio de cultivo fue cambiado cada 2-3 días, hasta que la densidad de las

células aumentó al punto de tener que cambiarlo 2 veces al día. En estas condiciones

se agregó medio de cultivo hasta alcanzar los 200 ml. Cuando el pH del medio de

cultivo empezó a cambiar, se agregaron 5 ml de glucosa 100 mM y se dejó en la

incubadora hasta que todas las células estuvieran muertas. El medio de cultivo fue

centrifugado a 1500 g por 10 minutos y el sobrenadante se usó como fuente de

anticuerpo.

3.2.5 PREPARACIÓN DE SUBSTRATOS

3.2.5.I Preparación de los cubreobjetos

De cien a doscientos cubreobjetos fueron sumergidos en 60 ml de ácido nítrico

concentrado por 20 min. con agitación intermitente. Luego de 3-5 lavados con agua

bidestilada, se los colocó en 60 ml de NaOH 2 N por 20 min. con agitación

intermitente. Una vez cumplido ese tiempo, fueron lavados con agua bidestilada hasta

que el pH del agua de lavado file neutro. Finalmente se los almacenó en alcohol 70%.

Antes de usar se los secó en condiciones de esterilidad (aproximadamente 20-30 min).
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3.2.5.2 Preparación de Substratospara Células PCI 2

3.2.5.2.1 Preparación de colágeno de cola de rata.

El colágeno de cola de rata fue preparado de acuerdo con Greene y col. (1987). Colas

de rata (colectas fiescas o mantenidas a -20°C) fueron esterilizadas por inmersión en

alcohol 70% por 20 min. y lavadas tres veces con agua bidestilada estén'l. El tendón

fue extraído, macerado con una tijera, lavado nuevamente con agua bidestilada estéril

y transferido a tubos de centrífuga estériles (50 ml) donde fueron extraídos por 2-3

dias a temperatura ambiente con 0,1% de ácido acético glacial en agua (esterilizado

por filtración; 0,22um) a razón de 50 ml por cola. El material fue centrifugado a 12000

g por l hr. El sobrenadante fue colectado, alicuotado y almacenado a -20°C. Para cada

preparación se analizó la dilución óptima en ácido acético glacial (0,1% en agua

bidestilada; esterilizado por filtración; 0,22um). En la mayoría de las preparaciones la

dilución optima fue de 1:20.

3.2.5.2.2 Preparación de substratos para mantenimiento de la línea PC 12

Se agregaron 5 ml de la dilución óptima de colágeno por 2-4 horas, se lavó tres veces

con lO ml de PBS completo.

3.2.5.2.3 Preparación de sustrato sobre cubreobjetos para la línea PC12

Se preparó colágeno de cola de rata con poli-L-lisina (peso molecular 30.000-70.000)

(0,5 mg/ml colágeno - 5 ¡1ng de poli-lisina en HZObidestilada). Se colocaron 700 ul

sobre cada cubreobjetos de 22 X 22 mm. y se dejó secar toda la noche bajo radiación

UV en la campana de flujo laminar.

3.2.5.3 Preparación de Substratos para CultivosEnriquecidos en Motoneuronas.
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Se agregaron 200 ul de una solución de poli-L-lisina (0,1 mg/ml de agua bidestílada;

peso molecular > 300.000) sobre cubreobjetos de 22 x 22 mm. (preparados como se

describe en el párrafo anterior) y se incubaron por 3-4 hr. a temperatura ambiente. La

incubación fue detenida por tres lavados consecutivos con MEM. En las microplacas

de cultivo (96 pocillos; pocillos de 6 mm. de diámetro) se incubaron en las mismas

condiciones pero con 50 pl de la solución de poli-L-lisina.

3.2.5.4 Preparación de Substratos para Cultivosde Motoneuronas.

La superficie de cubreobjetos de 22 x 22 mm. (preparados como fue previamente

descripto en el párrafo 1.1.5.1 “Preparación de sustrato sobre cubreobjetos para la

línea PC12”) fue cubierta con 700 ul de una solución (3pg/ml de agua bidestilada) de

poli-L-omitina (peso molecular 70000) por 30-60 min. a temperatura ambiente. La

solución fue removida y se dejó secar. Un vez que los cubreobjetos estuvieron secos se

incubaron toda la noche a 37°C con medio L15 suplementado con bicarbonato (Tabla

VIII) y laminina (5 ¡ig/ml) en atmósfera 5% C02 en aire saturado de humedad. Se

retira el medio con la laminina y se siembran las células sin dejar secar el sustrato.

Para los discos de 35 mm. se utilizó un procedimiento similar pero se usaron 1,5 ml de

las soluciones.

3.3 INMUNOCITOQUÍMICA

3.3.1 IDENTIFICACIÓN DE MOTONEURONAS CON ANTISUERO ANTI­
CGRP

La inmunolocalización de CGRP se realizó de acuerdo con Juurlink y col. (1990).

Cultivos enriquecidos en motoneuronas fueron preparados sobre cubreobjetos como se

indica en 1.1.2.3 “Cultivo de la fracción enriquecida en motoneuronas”, lavados tres

veces con PBS completo y fijados en 2 ml de parafonnaldehido (PFA) al 4%

conteniendo 0,2% de ácido pícrico en PBS (Tabla 2.111)a temperatura ambiente por 30

min. La fijación fue finalizada por tres lavados de 5 min. cada uno con PBS, y los
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preparados fueron incubados sucesivamente con glicina 50 mM en PBS (5 min),

Tritón X100 0,1% en PBS (10 min.) y solución bloqueante (5% SC, 0,1% Tn'tón X100

en PBS, 30 min). Entonces se procedió a la incubación con el antisuero de conejo

(Amersham; dilución 1:2000 en solución bloqueante) por 24 horas a 4°C. La

incubación fue finalizada por tres lavados con PBS (5 minutos cada uno) y los

preparados incubados con un anticuerpo de caballo anti-conejo ligado a peroxidasa de

rábano (Amersharn) durante l hr. a temperatura ambiente. Luego de tres lavados de 5

min. con PBS, se reveló la peroxidasa por incubación con diaminobencidina (DAB)

0,2 ing/m1 en PBS conteniendo 24 uJ/ml de H202 (de una solución madre al 3%) a

temperatura ambiente con frecuente observación en el microscopio. La reacción fue

finalizada por lavados con HZO destilada. Los preparados fueron deshidratados por

pasaje a través de una sen'e de diluciones de etanol (50%, 75%, 90%, 95%, 100%,

100% y xilol, aproximadamente de 30 seg. en cada uno) y montados en medio

sintético (Permount).

En algunos preparados se omitió el primer anticuerpo como control de especificidad de

la reacción.

3.3.2 IDENTIFICACIÓN DE MOTONEURONAS CON ANTICUERPOS
ANTI-ISLET-l

Los cultivos de motoneuronas preparados sobre cubreobjetos, (como fue descripto en

1.1.3.5 “Cultivo de las motoneuronas”) ,fueron fijados después de 24 hr. in vitro

mediante el agregado de 2 m1 de PFA 4% en PBS directamente al medio de cultivo

durante 2 lavado de los cultivos con L15 a 4°C dos veces e incubación con PFA

4% en PBS sobre hielo por 15 min. La fijación es finalizada por tres lavados sucesivos

con PBS. Luego los cultivos son incubados por 15 minutos con una solución de lisina

50 mM en Tritón X100 0,1% en PBS seguida una incubación de 60 min. con solución

bloqueante (SC al 5% en PBS). El preparado es entonces incubado con el sobrenadante

del hibridoma 2D6 (generosamente provisto por el Dr. C. Henderson de la Unidad del

INSERM 382, Marsella, Francia) diluido 1:2 en 5% SC, Tritón X100 0,1% en PBS
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toda la noche a 4°C. La incubación con el primer anticuerpo fue finalizada lavando tres

veces con Tn'tón X100 0,1% en PBS. La incubación con el anticuerpo anti-Ig de ratón

biotinilada (Gibco-BRL) diluido 12100 en PBS con 5% de SC fue realizada a

temperatura ambiente por l hr. y finalizada por tres lavados consecutivos con Tris-HCl

(50 mM, pH 7,6) seguidos por la incubación con estreptavidina ligada a peroxidasa de

rábano (1:500 en Tris-HCl 50 mM) por una hora. Una vez finalizada la última

incubación, los preparados fueron lavados tres veces con Tn's-HCl 50 mM y

preincubados con DAB 0,5 mg/ml por 5 min. Esta solución fue remplazada por una

solución equivalente pero con el agregado de 4 lll/ml de H202 (de una solución madre

al 3%) e incubado a temperatura ambiente con frecuente observación en el

microscopio. La reacción fue detenida por 10 lavados sucesivos con HZOdestilada.

Los preparados fueron deshidratados por pasaje a través de una serie de diluciones de

etanol (50%, 75%, 90%, 95%, 100%, 100% y xilol, de aproximadamente 30 seg. cada

uno) y montados en medio sintético (Permount).

Como control de la especificidad de la reacción , se omitió el primer anticuerpo.

3.3.3 VI'SUALIZACIÓN DE LA PRESENCIA DE NITROTIROSINA EN
CELULAS PC12

Cultivos de células PC12 sembrados sobre cubreobjetos fueron tratados con

peroxinitrito como se describirá en el punto 1.5.1 y fijados 24 horas después con PFA

al 4% por 30 min. a temperatura ambiente. Las células se lavaron 3 veces con PBS (5

min. cada lavado), se incubaron sucesivamente por 15 min. con glicina 50 mM en

PBS, 30-60 min. con BSA al 5% en PBS y toda la noche a 5°C con el anticuerpo

monoclonal contra nitrotirosina. Los preparados fueron entonces lavados 3 veces con

PBS e incubados por 30 minutos con un anticuerpo anti-ratón ligado a biotina en 5%

de BSA en PBS a temperatura ambiente seguida de una incubación por 30 minutos con

estreptavidina ligada fosfatasa alcalina en Tris-HCl. La fosfatasa alcalina fue revelada

por la incubación con una solución de NBT (Gibco-BRL).
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TABLA 2.X. Solución de Lisis

Los preparados fueron deshidratados y montados como fue previamente descripto.

3.4 DETERMINACIÓN DE LA NITRACIÓN DE RESIDUOS DE
TIROSINAS POR INM UNO BLOT

3.4.1 PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS

Después de la exposición al peroxinitrito las células fueron centrifugadas a 600 g por

10 minutos. Las células fueron entonces resuspendidas en solución de lisis (Tabla 2.X)

a una concentración de 106células/50 ul y colocadas durante 20 min. a 4°C, luego de

lo cual, la lisis es completada por agitación en un vortex a máxima velocidad por 2

minutos. Los lisados fueron centn'fugados(10000 g, 10 4°C). Los sobrenadantes

fueron diluidos a la mitad con solución de siembra (25 mM Tris-HCl, pH 6.8; 4%

SDS, 20% glicerol; 10% B-mercaptoetanol)y hervidos por 5 minutos.

Componente Concentración

Tn's base 20 mM

NaCl 137 mM

SDS 1%

Fluoruro de fenil-metilsulfonilo (PMSF) l mM

Aprotinina 150 mU/ml

B-mercaptoetanol 1%

Ortovanadato l mM

Se prepara la solución de tris 2x y se lleva a pH 8 con HCl. Luego se agregan los demás componentes a partir
de soluciones 10X, con excepción del B-mercaptoetanol y el PMSF que se agregan inmediatamente antes de ser
usado a partir de una solución 100% y l mM, respectivamente.

3.4.2 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLI-ACRILAMIDA CON SDS
(SDS-PAGE) Y TRANSFERENCIA A MEMBRANAS.

Veinte microlitros de cada muestra fueron sembrados en cada línea de un gel de poli­

acrilamida (gel superior 4% de acrilamida y gel separador 7,5% de acrilamida)
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conteniendo SDS (Laermnli, 1970) y corridos a 70 V por 2 horas en una cuba de

electroforesis modelo SE 250 - Mighty small H de Hoefer Scientific Instruments (San

Francisco, USA). El gel fue entonces teñido con una solución que contenía 0,l25 g de

azul de Coomassie R-250, 200 ml de metanol, 35 ml de ácido acético y 265 ml de H20

desionizada por 2 horas a temperatura ambiente con agitación suave. La tinsión fue

detenida por el lavado sucesivo del gel con una solución 40% de metano], 7% de ácido

acético en agua por 2 horas con agitación suave seguida de un lavado con una solución

5% de metano], 7% de ácido acético en agua. En estas condiciones se verifico que la

cantidad de proteína sembrada de cada muestra era igual. Las proteínas fueron

transferida a membranas de nitrocelulosa (0,2 pm), de acuerdo a los protocolos para

Western Blot con quimioluminicencia potenciada (ECL) de Amersham (U.K.).

3.4.3 DETECCIÓN DE RESIDUOS DE NITROTIROSINA

La membrana se bloqueo por incubación en TBST (10 mM Tris, pH 8; 150 mM NaCl;

0,05% Tween-ZO)conteniendo 5% de leche descremada en polvo, durante una hora a

temperatura ambiente. El bloqueo se finalizó por 2 lavados (15 min.) consecutivos de

la membrana con TBST. Después de los lavados la membrana fue incubada toda la

noche a temperatura ambiente con una dilusión 1:200 del anticuerpo monoclonal anti­

nitrotirosina en TBST.

Luego de retirar la solución conteniendo el anticuerpo primario, la membrana se lavó 4

veces por 5 min. en TBST. La membrana es incubada entonces con el segundo

anticuerpo ligado a peroxidasa (Amersham RPM 2108) diluido 1:1000 en TBST, por

60 minutos. La incubación es finalizada por 5 lavados sucesivos de 10 min. con TBST.

La membrana fue incubada con los reactivos para la ECL preparados de acuerdo a las

instrucciones del fabricante y colocada en un cassette para la exposición de película de

rayos X por 5 minutos, y la película revelada.
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3.5 CITOQUÍMICA PARA LA DEMOSTRACIÓN DE NADPH­
DIAFORASA.

La detección citoquimica de la NADPH-diaforasa fue realizada de acuerdo a lo

descripto por Kho y Choi (1988). Los cultivos sobre cubreobjetos de células PC12

fueron fijados en PFA al 4% en PBS por 30 despuésde tres lavados con PBS, y

los de motoneuronas fueron tratados como se describió en 1.2.2 “Identificación de

motoneuronas con anticuerpos anti-Islet-l”. La fijación fue finalizada por tres lavados

sucesivos con Tn's-HCl (0,1 M, pH 8,2). La reacción fue realizada en la misma

solución tampón conteniendo l mM (0,83 mg/ml) de NADPH, 0,2 mM (0,16 myml)

de azul de nitro tetrazolio (N'BT) y 0,1% de Tritón X100 por 2 hr. a 37°C en una

cámara saturada de humedad. La reacción fue detenida por lavados con HZOdestilada

y los preparados deshidratados y montados como se descn'be para las técnicas

inmunocítoquímicas.

3.6 EXPOSICIÓN DE LOS CULTIVOS A LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS

3.6.1 TRATAMIENTO CON PEROXINITRITO

Soluciones madre de peroxinitrito (200 mM) fueron preparadas frescas por dilución de

la capa superficial amariHa formada por el fraccionamiento por congelado del oxidante
A.con 0,1 M de NaOH. La concentración fue determinada _ r ‘ .Fntnmptfi. a

302 nm (8302= 1670 M'l cm"; Hughes y Nicklin, 1968).

3.6.I. 1 Exposición de las Células Adheridas a Sustrato.

Las células PC12 fueron sembradas sobre cubreobjetos como se indica en 1.1.1.1

“Plaqueo de células PC12 sobre cubreobjetos”. La exposición al peroxinitn'to fue
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realizada en cultivos que tenían 18-24 horas de sembrados. Los cultivos fueron lavados

tres vecescon2 ml de PBScompletoa temperaturaambientea fin de las

reacciones del peroxinitn'to con el bicarbonato y otros componentes del medio de

cultivo y el suero, e incubadas en l ml de PBS 50 mM por 1-2 minutos antes del

agregado de un único bolo (5 pl) de peroxinitn'to en NaOH 0,01 M. El oxidante es

rápidamente agregado en un borde del disco de cultivo y la solución agitada por 5 seg.

para distribuir el peroxinitrito sobre todo el disco. Cinco minutos después de la

exposición al peroxinitrito, la solución es removida y remplazada por medio de cultivo

completo a menos que se especifique otra cosa. Los tratamientos control fueron

realizados por el agregado de NaOH 0,01 M (vehículo) o de los productos de

descomposición del peroxinitn'to obtenidos por medio del agregado del oxidante al

PBS 50 mM 5-10 min. antes de que las células sean expuestas (agregado de orden

inverso).

3.6.1.2 Exposición de Células en Suspencio'n

Las células son resuspendidas de los cultivos de mantenimiento, centrifugadas,

resuspendidas en PBS completo y colocadas en diferentes tubos de centrífuga en las

cantidades necesarias para obtener la concentración de células deseada en cada caso.

Se agrega PBS completo hasta los 14 ml y se lavaron dos veces más por

centn'fugación. Los precipitados celulares son entonces resuspendidos en 5 ml de PBS

50 mM y se agita durante el agregado de peroxinitrito como un único bolo de 25pl.

Después de 5 minutos de la exposición al oxidante las células fueron cenuifugadas,

resuspendidas en medio de cultivo completo y sembradas en placas de 24 pocillos

(pocillos de 16 mm. de diámetro) a una densidad de 7,5 x 10s células por pocillo en

0,5 ml de medio completo (para las determinaciones de viabilidad) o 2 x lO7 células

por disco de 90 mm. en lO ml de medio completo (para la visualización de la

fiagmentación del ADN por electroforesis en geles de agarosa). Los controles usados

son los mismos que los usados para los cultivos adheridos al sustrato.
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3.6.2 EXPOSICIÓN A DADORES DE OXIDO NÍTRICO Y PEROXINITRITO.

3.6.2.I Síntesis del nitroso glutatión.

El nitroso glutatión (GSNO) fue sintetizado inmediatamente antes de ser utilizado,

mediante la mezcla de una solución de glutatión reducido (0,2 M en HCl 0,2 N) y

NaNOz (0,2 M en HCl 0,2 N), lo que da una un producto rojo. El rendimiento de la

reacción es de aproximadamente el 90% (R. Radi comunicación personal). El 5 mM de

GSNO produce NO a una velocidad de aproximadamente 7,5 uM/min. A

concentraciones menores la liberación de NO es proporcional a la de GSNO (R. Radi

comunicación personal).

3.6.2.2 Exposiciones cortas a nitroso glutatio'n, nitroprusiato de sodio y SIN-1.

Para las exposiciones de 30 minutos a los agentes dadores de NO y peroxinim'to,

cultivos de células PC12, sembrados sobre cubreobjetos 24 hr. antes, fueron lavados

tres veces con PBS completo e incubadas en la misma solución con las

concentraciones indicadas en cada caso a temperatura ambiente. La incubación fue

finalizada por remplazo del PBS con medio RPMI completo.

3.6.2.3 Exposiciones prolongadas al nitroso glutatio'n

Para las exposiciones prolongadas, los cultivos fueron sembrados en placas de 24

pociHos, sin sustrato, en 0,5 ml de medio RPM] completo sin rojo fenol e incubadas

por 24 hr. El GSNO fue agregado directamente al medio condicionado.

3.6.3 CULTIVO DE LAS CÉLULAS EN MEDIO DEFICIENTE EN
ARGININA
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Para los experimentos de privación de arginina, las células PC12 fueron lavadas tres

veces con PBS completo y sembradas en medio RPMI sin suero y sin fenol en placas

de 24 pocillos, sin sustrato. La arginina fue agregadas a las concentraciones indicadas

inmediatamente después del plaqueo.

3.6.4 PRIVACIÓN DE FACTORES TRÓFICOS

Para los estudios de inducción de la apoptosís por privación de factores tróficos, los

procedimientos realizados fueron los mismos que para la exposición al peroxinitrito

pero después de los lavados las células PC12 fueron incubadas en medio RPMI sin

SUCI’O.

3.6.5 TRATAMIENTO CON AMINO ÁCIDOS EXCITATORIOS.

3.6.5.1 Tratamiento Corto con Amino Ácidos Excitatorios.

La exposición de los cultivos enriquecidos en motoneuronas (24 hr. después del

plaqueo) a los amino ácidos excitatorio fue llevada a cabo a temperatura ambiente en

HBSS (Tabla 2.XI) que reemplazó al medio de cultivo por 5 diluciones (1:2) sucesivas

(Regan y Choi, 1991). Después de 30 minutos, el I-[BSSfue reemplazado con MEM

completo por 5 diluciones sucesivas (1:2).

3.6.5.2 Erposicio'n Prolongada a los Amino Ácidos Excitatorios.

Las exposiciones prolongadas de los cultivos enriquecidos en motoneuronas fueron

realizadas por el agregado directo de los amino ácidos excitaton'o al medio

condicionado después de 24 hr. in vitro.
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TABLA 2.XI. Solución Salina Tamponada con HEPES (HBSQL

Componente Concentración
NaCl 120 mM

KCl 5,4 mM

MgClz 0,8 mM

CaClz 1,8 mM

HEPES 20 mM

glucosa 15 mM

glicina lO uM

La solución se llevo a pH 7,4 y se esterilizó por filtración (0,22 tun)

3. 7 DE TERMINACIÓN DE LA VIABILIDAD CELULAR

3.7.1 MARCACIÓN SIMULTÁNEA CON FLUORESCEINA DIACETATO
(FDA) —YODURO DE PROPIDIO (YP)

Para la determinación de la viabilidad en cultivos de células PC12, 24 hr. después de

los estímulos se reemplazó el medio de cultivo PBS completo conteniendo 4.6ug/ml de

yoduro de propidio y lSug/ml de fluoresceina diacetato y se incubó por 15 min. a

temperatura ambiente (Jones y Senft, 1985). Entonces el cubreobjetos fue rápidamente

colocado sobre un portaobjetos y las células teñidas fueron observadas inmediatamente

en un microscopio de epifluorescencia para cuantificar la viabilidad celular. Las

células viables fueron identificadas por la fluorescencia amarillo-verdosa resultante de

la hidrólisis de la FDA por esterasas intracelulares. Las células dañadas fueron

identificadas por la fluorescencia rojo brillante que resulta de la interacción del YP con

el ADN. El número de células viables y no viables fue determinado en al menos cinco

campos usando un objetivo 10X y el porcentaje de viabilidad celular fue calculado

como:
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% de viabilidad = (células verdes/células verdes + células rojas) x 100.

El primer campo fue tomado en el centro del cubreobjetos, a fin de evitar la zona

donde se agregó el peroxinitn'to, y los otros cuatro fueron tomados moviéndose a la

izquierda, derecha, aniba y abajo del campo inicial. El área contada correspondió a

aproximadamente el 4% del área total del cubreobjetos.

3.7.2 REDUCCIÓN MITOCONDRIAL DEL MTI‘.

El bromuro de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 difenil tetrazolio (MTT) es reducido

por las células vivas con mitocondiias funcionales para generar el correspondiente

fonnazán, el cual marca específicamente a las células viables con un precipitado azul

que puede ser solubilizado en dimetil sulfóxido (DMSO) y determinado

‘ a 570 nm (Mossmann, 1983; Skaper y col., 1991).capectrnfnfnm str; .

3. 7.2.1 Uso del Método de la Reducción del MTT en Cultivos Enriquecídos en

Motoneuronas.

Veinticuatro horas después del tratamiento, el medio de cultivo es reemplazado por

HBSS conteniendo l mg/ml de MTT e incubados por 2 hr. a 37°C. En estas

condiciones el número de células teñidas de azul fue contado en 3-5 campos

representativos por pocillo usando un microscopio invertido. Finalmente la solución

salina conteniendo el MTT fue reemplazado por 50 ul de DMSO y cuantificado en un

contador de ELISA a 570 nm. La viabilidad fue calculada como:

% de viabilidad = (ODumdo/0Dm.m¡) * 100

El método fue validado sembrando diferentes cantidades de células y utilizando el

método del MTT 24 hr. después (Fig. 2.1). Los resultados fueron analizados por

regresión lineal (pendiente significativamente diferente de O,p< 0,001; r = 0,9965).
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Figura 2.1 Correlación del número de célul con la densidad o 'ca
en cultivos ' " en Diferentes

concentraciones de motoneuronas fueron sembradas en microplacas
de cultivo la viabilidad determinada 24 hr després por el uso de
técnica del MIT y determinación espectofotométrica a 570 nm. Los
valores representan la media :t DS de 16 mediones obtenidas de dos

lexperimentos independientes realizados por octuplicado.

3. 7.2.2 Uso del Método del MTT en Células PCI 2.

Después del tratamiento las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos a una

densidad máxima de 7.5 x lO4 células por pocillo en 0,5 ml de RPMI sin rojo fenol

suplementado como se indica en cada caso. Después de 22 hr. de incubación se agregó

al medio de cultivo condicionado 50 ul de una solución de MTT (5 mg/ml en RPMI) y

se incubó a 37°C por 3 hr. más. Al finalizar la incubación, las células fueron

levantadas en el medio de cultivo y cena-¡fugadas a 600 g por 5 min. El precipitado

celular fue resuspendido en l ml de DMSO y agitado en un vortex a máxima velocidad

por 60 seg. La solución resultante fue trasvasada a cubetas plásticas y la densidad

óptica determinada r F ‘ -ï- ‘ a 570 nm. El método fue validado

incubando diferentes concentraciones de células PC12 en las condiciones descriptas

(Fig. 2.2). La viabilidad fue calculada igual que para las motoneuronas. Los resultados

fueron analizados por regresión lineal (pendiente significativamente diferente de O, p<

0,001; r = 0,998).
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figura 2.2 Correlación del número de células con la densmad om'ca
en cultivos de células PC12. Diferentes concentraciones de células

PC12 fueron sembradas en placas de 24 pocillos y la viabilidad
determinadaZ4hrdespuésporelusodetécnicadelMTI‘y
determinación espectofotométrica a 570 nm. Los valores representanl
la media :t DS de 8 mediones obtenidas de dos experimentos;
independientes realizados por cuadruplicado.

3.7.3 VIABlLlDAD EN CULTIVOS DE MOTONEURONAS

En los cultivo de motoneuronas purificadas por la técnica combinada de centn'fugación

sobre colchón de metn'zamida e inmuno-afinidad, la viabilidad fue determinada por

conteo directo de todas las células grandes que presentaran neun'tas de más de cuatro

diámetros del soma en un campo (12 mmz) identificado del disco de cultivo. A tal fin

se apoya el disco sobre un soporte que tiene una grilla y se marca la posición del disco,

de forma de contar siempre el mismo campo. En los experimentos de 24 hr. se elige un

campo al azar en cada disco de cultivo y se cuentan todas las células que reúnan las

condiciones descriptas. La viabilidad se calcula como el porcentaje de células respecto

de las células en los cultivos tratados con neurotrofina 4/5 (NT 4/5). Para las curvas de

tiempo, se marca un capo en el disco y se cuentan las células pegadas y con neuritas 4

hr. después de haber sido sembradas los cultivos. Este valor se toma como el 100%.
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3.8 DETERMINACIÓN DE LA FRAGMENTACIÓN DEL ADN
CROMOSÓMICO

3.8.1 DETERMINACIÓN IN SITU DE LA FRAGMENTACIÓN DEL ADN

Como fue discutido previamente, la fragmentación del ADN nuclear puede ser

utilizada como criterio de muerte apoptótica. Recientemente, ha sido reportado un

método que permite marcar la fragmentación del ADN in situ (Gavrieli y col., 1992).

Este método está basado en la unión específica de la deoxinucleou'l transferasa

terminal (TdT) a los extremos 3’-OH del ADN, seguido de la síntesis de un polímero

polideoxinucleotídico de deoxiuridina (dUTP)-dioxigenina, el cual es reconocido por

un anticuerpo específico conjugado con peroxidasa. El método del marcado terminal

de los cortes con dUTP-dioxigenina mediado por la TdT (TUNEL) fue utilizado para

la marcación de los núcleos de células apoptóticas en cultivo, después de los

tratamientos.

Los núcleos apoptóticos fueron marcados con el método del TUNEL usando el kit

ApopTag de Oncor (Catálogo S7lOO-Kit) y siguiendo las indicaciones del fabricante

con las siguientes modificaciones:

3.8.1.1 Preparación de los Cultivos

Tanto para el caso de las células PC12 como para las motoneuronas los cultivos fueron

realizados sobre cubreobjetos como se indica en cada caso.

3.8.1.2 Fijación de Cultivos de Células PC12.

Cuatro, 7 y 24 horas después de los tratamientos, los cultivos fueron lavados tres veces

(5 min. cada uno) con 2 ml de PBS completo a temperatura ambiente y fijados con 2
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ml de paraforrnaldehído al 4% (preparado fi'esco a partir de una solución madre al

36%) durante toda la noche a 4°C, luego de lo cual son lavados 3 veces con PBS (5

min. cada uno) y post-fijados por 5 minutos a -20°C con etanolzacético 2:1.

3.8.1.3 Fijación de Cultivos de Motoneuronas

Veinticuatro horas después de haber sido plaqueados los cultivos son fijados como fue

descripto para la marcación de la proteina nuclear Islet-l, lavados 3 veces con PBS y

post-fijados como fue descn'pto en el párrafo anterior.

3.8.1.4 Marcación de los Extremos 3 ’-0H

Una vez finalizado el proceso de fijación, los cultivos son sometidos a tres lavados con

PBS de 5 minutos de duración cada uno e incubados con 50 ul de solución tampón de

equilibración por 30-45 min. a temperatura ambiente. Luego se remueve el exceso de

líquido cuidadosamente y se incuba por 1:30 hr. con 50 ul de la solución que contiene

la enzima TdT, en una cámara húmeda a 37°C. La reacción es detenida por el agregado

de 2 ml de la solución de detenido/lavado en la cual se incuba en cámara húmeda a

37°C por 30 minutos adicionales.

3.8.l. 5 Identificación de la Dioxigenina y Mamada de los Preparados

Luego de cumplido el último plazo, los preparados son sometidos a tres lavados

consecutivos de 5 minutos de duración cada uno con 2 ml de PBS e incubado por l hr

a temperatura ambiente con 50 ul del anticuerpo anti-dioxigenina conjugado con

peroxidasa. La incubación con el anticuerpo fue finalizada lavando los cultivos tres

veces con 2 ml de PBS (5 min. cada uno)y tres veces (5 min. cada uno) con 2 ml Tn's­

HCl (50 mM, pH 7,6; TB) a temperatura ambiente. Para revelar la peroxidasa, los

preparados son incubados (5-10 min.) con una solución conteniendo diaminobencidina

(5 mle ml TB) y P1202(40 ul de una solución 3% cada lO ml de solución final) bajo

permanente observación. La reacción es detenida con van'os lavados (5-10) sucesivos
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con 2 ml de H20 destilada. Los preparados son entonces deshidratados y montados en

Pennount.

3.8.2 DETERMINACIÓN DE LA FRAGMENTACIÓN DEL ADN NUCLEAR
POR ELECTROFORESIS.

Las células PC 12 en suspensión fueron sometidas a los estímulos a una concentración

de 2-4 x 106células/m1 en 5 ml de PBS completo y plaqueadas en RPM] suplementado

como se indica en cada caso, en discos de 90 mm sin sustrato.

3.8.2.I Extracción del ADN de Bajo Peso Molecular

La extracción del ADN fragmentado de las células fue realizada de acuerdo a Gong y

col. (1994) con alguna modificaciones. Siete horas después del plaqueo las células son

levantadas en el medio de cultivo condicionado, centn'fugadasa 600 g por 5

resuspendidas en l m1 de PBS y fijadas por el agregado de 10 ml de etanol 70% a ­

20°C durante al menos 12 horas y hasta un máximo de 2 semanas. Las células son

entonces centrifugadas nuevamente a 600 g por 5 minutos y el etanol es

cuidadosamente removido pero sin permitir que las células se sequen. Los precipitados

de células se resuspendieron en la solución de extracción (40 ul por cada 2 x lO6

células; Tabla 2.XHI) y se íncubaron por 30-60 minutos a temperatura ambiente.

Después de centn'fugar a 1000 x g por 5 minutos, el sobrenadante es transferido a

nuevos tubos y concentrado por vacío en un concentrador SpeedVac (Savant

Instruments Inc.) durante 15 minutos.
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TABLA 2.XIl. Soluciones Requeridas para la Extracción y Electroforesis del ADN de
Belo Peso Molecular.

ProcedimientoProducto Solución

Nazi-IPO4 0,2 M

ácido cítn'co 0,1 M

Nonidet NP-40 0,25%

RNAsa A l mg/ml

Proteinasa K l mg/ml

Bromuro de 10 mg/ml
etidio

EDTA 0,5 mM

Tn's-HCI l M

Tris-HCI 0,1 M

Acido bórico 0,45 M

Se disuelven 284 mg en 10 ml de H20 destilada.

Se disuelven 192 mg en lO ml de HZOdestilada.

Se diluyen 25 ul de Nonidet NP-lO en lO ml de HZO
destilada.

Se disuelven l mg (todo el contenido del vial) en l ml de
HZO destilada. Se incuba por 5 minutos en un baño de
agua a 100°C.

Se disuelven 20 mg (todo el contenido del vial) en l ml de
H20 destilada. Se diluye 20 veces en H20 destilada.

Se disuelve l g en l00 ml de H20 destilada. Se agita en un
agitador magnético por varias horas y se transfiere el
contenido a un recipiente oscuro.

Se disuelven 18,61 g en 100 ml de H20 destilada y se agita
vigorosamente en un agitador magnético. se ajusta a pH
8.0 con NaOH 10 M.

Se disuelven 121.1 g en 800 ml de HgO destilada. Se ajusta
el pH a 8.0 y se lleva a 1000 mi con HZOdestilada.

Se diluye 10 veces con . H20 destilada la solución 1M.

Se disuelven 275 g en 800 ml de H20 destilada. Se lleva a
pH 8 y se completa el volumen a 1000 ml..

Todos los reactivos usados fueron de Sigma.

Una alícuota (3 ul por cada 40 ul de solución original) de Nonidet NP-4O (Tabla

2.XH) fue agregada seguida por una alícuota (3 ul por cada 40 ul de solución original)

de la solución de RNAsa A (Tabla 2.XH). La preparación fue incubada por 30-45

minutos a 37°C. Al cabo de dicho pen'odo se agregó una alícuota (3 ul por cada 40 ul

de solución original) de proteinasa K (Tabla 2.XH) y el extracto fue incubado a 37°C

por 30 minutos adicionales. La incubación fue finalizada por el agregado de solución

de siembra (12 ul por cada 40 ul de solución original; Tabla 2:XIV) y 40 ul de la

solución resultante fueron transferidos a un gel de agarosa (1,8%).
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TABLA 2.XI. Solución de Extracción del ADN de Bajo Peso Molecular.

Componente Volumen agregado

Na2HP04 (0,2 M) 1,92 ml

Acido cítrico (0,1 M) 0,08 ml

Se verifica el EHgue debe ser de 7.8. La mación de los commnentes en Tabla 2.X.

TABLA 2.XlI. Solución de Siembra del ADN en Geles de Aggrosa.

Componente Concentración

Cianol xileno FF 0,25%

Azul de bromofenol 0,25%

Glícerol 30%1

La solución se prepara con HZOdestilada

3.8.2.2 Electroforasis' del ADN en Gela' de Agarosa y Visualización del ADN.

Los geles de agarosa (1,8% en TBE; Tabla 2.XV; 9 cm de longitud) fueron corridos

por electroforesis horizontal a 30-40 V/cm por 3-5 hr. Una vez finalizada la corn'da el

gel fue incubado durante 30 minutos en 100 ml de TBE fresco, al cual se le agregaron

50 ul de bromuro de etidio (Tabla.2.XIl). El ADN fue visualizado en un

transiluminador (luz ultra violeta) después de 3 lavados sucesivos de 15 minutos cada

uno con TBE.

TABLA 2.XIII. Solución de Corríg de los Geles de Agarosa (TBE).

Componente Volumen agregado

Tn's-HCl (1M) 90 ml

Acido bórico (0,45 M) 200 ml

EDTA (0,5 M) 20 ml

H20 destilada 690 ml
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3.9 ANÁLISIS ESTADÍSTICO YGENERACIÓN DE CUR VAS

Todos los experimentos fueron realizados por lo menos por duplicado y repetidos

como mínimo dos veces. Los datos son informados como la media i el desvío

estándar. La significación de las diferencias fue determinada por la prueba T de

Student a dos colas para dos medias usando el programa Microsoft Exel. Las

regresíones lineales fueron realizadas con el programa Inplot4 al igual que la

generación de curvas y detenninación del ECso.
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4. RESULTADOS

4.1 ESTUDIOS SOBRE LOS MECANISMOS DE LA MUERTE CELULAR
ESTIMULADOSPOR EL PEROXINITRITO

4.1.1 EEECTO DEL PEROXINITRITO SOBRE LA VIABILIDAD DE LAS
CELULAS PC12

Experimentos preliminares realizados en cultivos de células PC12 sembrados a baja

densidad y expuestos a l mM de peroxinitrito agregado como un único bolo,

mostraron relativamente poco daño celular a las 8 horas, pero se observó un deterioro

progresivo de las células 24 horas después del tratamiento (Tabla 3.1). Por otra parte,

los lavados así como también el agregado del peroxinitiito causaron la muerte del 25­

30% de las células en las primeras 3-4 horas (Tabla 3.1), pero esas células se despegan

del sustrato o son fagocitadas de forma que no son visibles a las 8 hr. A tiempos de

incubación mayores (248 hr.) las células que sobreviven comienzan a proliferar

interfiiiendo con la estimación de la muerte celular. Por este motivo los estudios

subsecuentes fueron evaluados alas 24 horas.

TABLA 3.1. Efecto del Peroxinitrito sobre la Viabilidad de Células PC12 a Diferentes

Tiempos Después del Tratamiento

Tratamiento. 4 horas 8 horas 24 horas

% de viabilidad" n % de viabilidad" n % de viabilidad" n

Control 74,62 i 4,84 20 98,18 t 1,19 20 99,19 i 0,83 19

Peroxinitrito (lmM) 71,34 i- 3,25 20 94,40 i 1,63" 19 61,02 i 6,44" 19

' Los cultivos fueron lavados para la exposición al peroxinitrito como fue tkscipto en Materiales y Métodos.
" la fue determinadapor el métodode la FDA-YFa los tiemposindicadosen cada caso. Los
valores representan la media i desvio estándar del número de mediciones indicado (n) provenientes de al
menos cinco experimentos independientes realizados por triplimcb. bsignificativamente diferente del control
correspondiente (p<0,0001).

Los cultivos expuestos por 5 minutos al vehiculo (NaOH 0,01 M) o a los productos de

descomposición del peroxiniuito (agregado de orden inverso) no presentaron efectos

significativos sobre la viabilidad celular, evaluada 24 hr. después por tinción

simultánea con fluoresceína diacetato-yoduro de propidio (FDA-YP) o por la
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reducción mitocondrial del MTT (Fig. 3.1). Experimentos cuantitativos usando las

técnicas antes mencionadas mostraron que la toxicidad del peroxinitrito es dependiente

de su concentración, y que a un misma concentración del oxidante, su potencia tóxica

es modificada por la concentración de células en la solución de incubación así como

por la facilidad con que el oxidante accede a las células (Fig. 3.1). Cuando el

peroxinitrito fue agregado a cultivos de células PC12 adheridas al sustrato (donde el

acceso a las células es limitado) y la viabilidad analizada usando FDA-YP, se

determinó un ECso de 1,3 mM (Fig. 3.1A). El método de la FDA-YP permite una

evaluación puntual de la viabilidad de los cultivos, por lo tanto de haber occurrido una

disminución en el número de células remanentes respecto del control, esta no puede

ser evaluada, lo que lleva a una subestimación de la toxicidad del compuesto. Por otra

parte, es concebible que sólo una pequeña cantidad del peroxinitrito agregado a los

cultivos efectivamente alcance a las células. Asi, usando un coeficiente de difusión de

1800 umZ/s(estimado a partir del coeficiente de difusión del nitrato) y una vida media

de l seg. a pH 7,4 (Beckman y col., 1990; Zhu y col., 1992), entonces la distancia

media de difusión del peroxinitrito puede ser estimada como ‘ÍZDtnAw 60 pm. Dado

que l ml de solución en un disco de 35 mm de diámetro resulta en una capa de f:

aproximadamente l mm de espesor sobre las células, asumiendo una distancia de H

difusión promedio de 0,5 mm para que el peroxinitrito alcance la superficie celular y

aplicando la segunda ley de difusión de Fick (Lancaster, 1994) se puede estimar un

ECso efectivo de aproximadamente 40 uM,. Aún si reconocemos que la estimación del ' l.

ECso usando los conceptos de difusión es una aproximación muy grosera, debido a la

existencia de factores no controlables durante el agregado y mezclado del peroxinitrito

en los discos, el cálculo claramente demuestra que la concentración de peroxinitrito

que interactuó con la capa de células PC12 fue de por lo menos un orden de magnitud

menor que la concentración agregada.

Cuando suspensiones de células PC12 fueron expuestas a concentraciones crecientes

de peroxinitrito durante 5 minutos y la viabilidad evaluada 24 hr. después, usando el

método del MTT (que permite cuantificar el número total de células viables en un
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momento determinado), se determinaron valores de ECso de aproximadamente 1 y 0,5

mM, para suspensiones de l y 0,5 x 106células/ml respectivamente (Fig. 3.lB). Este

resultado apoya las especulaciones realizadas en el párrafo anterior, ya que si bien en

las suspensiones celulares las limitaciones para el acceso del peroxinitrito a las células

no tienen la misma importancia el aumento de la concentración de células disminuye

la cantidad de peroxinitiito que puede acceder a cada una, pudiéndose explicar de esta

forma la sensibilidad diferencial al peroxinitrito en las diferentes condiciones.
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Figura 3.1. El roxinitrito estimula la disminución de la viabilidad de las células PC12 de ima
forma dmdiente de la concentración. La exposición al peroxinitrito se realizó como se describe
en Materiales y Métodos. A) La viabilidad celular fue evaluada 24 hr después del tratamiento,
de cultivos de células PC12, con peroxinitrito usando la tinción simultánea cm FDA-YP. O
peroxinitrito; El adición de orden inverso. A concentraciones de peroxinitrito mayores de 0,1
mM loa viabilidad fue significativamaite maior que la de los controles (p<0,005). B) La
viabilidad celular fue detemiinada usando la reducción mitocondrial de M'I'I' 24 hr después de la
exposición, de células PC12 en suspensión, al oxidante o sus productos de descomposición. (A)
0,5 x 10° o (0) 10° células/ml. de PBS 50 mM fueron expuestas al peroxinitrito por 5 min. a las
concentraciones indicadas; El agregado de order inverso correspondiente a una concentración de
0,5 x lO6 células/ml. La viabilidad fue significativamente menor que la de los controles a
concentraciones de peroxinitrito superiores a 0,1 y 0,25 mM para la menor y mayor densidad de
células en suspensión respectivamente (p<0.001). Los valores representan la media i el desvio
estándar de 12 valores provenientes de 4 experimaitos independientes realizados por triplicado,
para las detemiinaciones con FDA-YF, y de 8 valores provenientes de dos experimaitos

yindependientes realizados por cuadruplicado para las determinaciones con M'I'I'.
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Estos resultados implican que el factor determinante para la toxicidad del peroxinitiito

es la cantidad del oxidante que alcanza a cada célula y no su concentración,. de modo

que la misma toxicidad es alcanzada con diferentes concentraciones del agente

oxidante en las distintas condiciones experimentales utilizadas (Fig. 3.1).

4.1.2 EFECTO DE DADORES DE (:)XIDO NITRICO Y PEROXINITRITO
SOBRE LA VIABILIDAD DE CELULAS PC12

A fin de determinar la especificidad en la disminución de la viabilidad celular inducida

por la exposición al peroxinitrito se utilizaron nitroprusiato de sodio (SNP) y nitroso

glutatión (GSNO), sustancias cuya descomposición espontanea produce óxido nítrico,

y SIN-l (que se descompone espontáneamente produciendo óxido nítrico y radical

superóxido, los cuales reaccionan generando peroxinitrito). La exposición de cultivos

de células PC12 a SNP (5 mM) o GSNO (3 mM) en PBS por 30 minutos no provocó

cambios significativos en la viabilidad celular determinada 24 hr después del

tratamiento por la marcación simultánea con FDA-YP (Tabla 3.11). Sin embargo,

cuando los cultivos fueron expuestos por 30 minutos a una concentración de SIN-l (5

mM) que produce una cantidad de peroxinitiito equivalente a un único agregado en

bolo de 0,2 mM y equivalente al NO producido por las concentraciones usadas de SNP

y GSNO, se encontró una disminución significativa de la viabilidad celular,

equivalente a la producida por idéntica concentración de peroxinitiito agregada como

un único bolo.

Debido a la dependencia de un entorno trófico adecuado para la sobrevida de las

células, íncubaciones más prolongadas con SIN-l no pudieron ser realizadas ya que el

tratamiento control inducía una disminución significativa de la viabilidad celular y en

presencia de medio de cultivo completo el compuesto no tiene actividad

probablemente debido a las reacciones del peroxinitiito con los componentes del

medio de cultivo.
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TABLA 3.II. Efecto de los Compuestos Dadores de Ón’do Nítrico y Peroxinitrito sobre
¿Viabilidad Celular

Tratamiento. % de viabilidad" n

Control 98,3 :l:4,2 4

Peroxinitn'to (0,2 mM) 84,3 :t 6,4“ 4

Nitroprusiato de sodio (5mM) 97,2 :t 6,5 4

Nitroso glutation (3mM) 98,5 i 5,3 4

SIN-l (SmM) 81,6 :t 4.8' 4

' Los cultivos fueron lavados para la exposición al peroxinitrito y a los difrentes dadores de óxido nítrico y
peroxinitrito corno fue descipto en Materiales y Métodos. u la viabilidad fiie determinada por el método de la
FDA-YF como fue descripto en Materiales y Métodos. Los valores representan la media t desvio estándar del
número de mediciones indicado (n) provenientes ch dos experimentos independientes realizados por
duplicado.‘ significativamente diferente del control (p<0,01).

lost %—r/i\%\é75'

Xdeviabilidad

'- -3
Log [GS-N0] (H)

Figura 3.2. Efecto de la ' L " ' ‘ de cultivos de células PC12 con nitroso
glutatión. Las incubaciones en presaicia de nitroso glutatión se realizaron como se describe en
Materiales y Métodos. Veinticuatro horas después de comenzada la incubación, la viabilidad del
los cultivos fue determinada por la reducción mitocondrial del MTT y posterior determinación
espectrofotoméu'ica. Los valores representan la media 1' el desvio estándar de 8 valores
provaiiaites de 2 experimentos independientes realizados por cuadr'uplicado. El control; O GS­
NO. “ simificativamente diferarte del control (D<0.01).

A fin de analizar el efecto de exposiciones prolongadas al óxido nítrico, cultivos de

células PC12 fueron expuestos a GSNO por 24 horas en medio de cultivo completo y

la viabilidad evaluada 24 hr. después usando la reducción del MTT y posterior

determinación espectrofotomém'ca (Fig. 3.2). En estas condiciones, se dectaron
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disminuciones significativas de la viabilidad celular a concentraciones de GSNO

superiores a l mM, las que producen concentraciones de aproximadamente 2 ¡LM/min.

A estas altas concentraciones el 'NO, en presencia de oxígeno, puede generar el

poderoso y extremadamente tóxico oxidante ’NOZ,y reproducir los efectos tóxicos y

mutagénicos del nitrito (Nguyen y col., 1992), pudiéndose explicar de esta forma la

disminución de la viabilidad celular. Por otra parte, dos moléculas de GSNO

reaccionan para generar 2 moléculas de óxido nítrico más una de glutatión oxidado

(Ecuación l), sin embargo también pueden reaccionar con grupos sulfhidrilo reducidos

u oxidados de proteínas u otros componentes celulares liberando NO (Ecuación 2) o

nitrosilando los grupos tiol (Ecuación 3), inactivando así proteínas de forma

inespecífica. La inactivación de la acúvidad de proteínas podria entonces conducir a la

muerte celular por un daño celular generalizado. De hecho, la morfología de las

células muertas en estos cultivos es claramente necrótica.

Ecuación l GS-NO + GS-NO —)2 'NO + GSSG

Ecuación 2 GS-NO + R-SH —)'NO + R-SSG + H+

Ecuación 3 GS-NO + R-SH —>RS-NO + GSH

4.1.3 CAMBIOS MORFOLÓGICOS WDUCEOS POR EL PEROXINITRITO.

La observación microscópica de las células 24 hr. después de la exposición a lmM de

peroxinitn'to durante 5 minutos y teñidas con FDA-YP, mostró que la mayoría de las

células viables (células verdes en la Fig. 3.3C y Fig. 3.4B) presentaban una forma

redondeada con numerosas evaginaciones en forma globular (blebs, burbujas),

mientras que un pequeño número presentaban una importante reducción del volumen

celular. Los núcleos de las células no viables (núcleos rojos en la Fig. 3.3D) mostraron

condensación de la cromatina y en alglmos casos fragmentación nuclear. En contraste,

las células en los cultivos tratados con vehiculo (Fig. 3.3A y Fig. 3.4A) mostraron una

forma poligonal a redondeada sin tinción nuclear significativa (Fig. 3.3B).



IA AFigura 3.3. Efecto del ' "rito v nrivarión de suero sobre células PC ¡2 teñidas
con fluoresceina di acetato e yoduro de progidio. Microfotografias topograficas mostrando las células
viables, teñidas con fluoresceina di acetato (A, C, E) o los núcleos de las células no viables que
perdieron la integridad de membrana (B, D, F), 24 horas después de la exposición a vehiculo de NaOH
10 pM ( A y B) o peroxinitrito lmM (C y D) por 5 minutos en PBS 50 mM, como se indica en
materiales y métodos, o sometidas a privación de suero y factores tróficos por 24 horas (E y F). En los
tres casos se trata del mismo campo fotografiado para las dos fluorescencias. Barra de escala = 40 pm
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Figura 3.4. Cambios morfoló ¡cos estimulados or el roxjnitr'rto la rivación de factores tróficos en
las células PC 12. Microfotografias de células teñidas con fluoresceína diacetato. Los cultivos fueron
expuestos a vehículo (A), peroxinrtrrto (B) o incubados por 24 horas en medio sin suero ni actores
tróficos (C). En los cultivos tratados con peroxmitrrto o privados de factores tróficos se observa la
aparición de células con burbujas en la membrana plasmática (flechas). Barra de escala = 40pM.
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Debido a que los cambios morfológicos mostrados por las células tratadas con

peroxinitrito fueron altamente sugestivos de una estimulación de la muerte por

mecanismos apoptóticos (Kerr y Harmon, 1991; Clarke, 1990; Kerr y col., 1972) y no

disponiendo de descripciones morfológicas adecuadas de la apoptosis en esta línea

celular, la tinción simultánea con FDA-YP fue realizada en cultivos privados de suero

por 24 hr., una condición que induce la muerte por mecanismos apoptóticos en células

PC12 (Batistatou y Greene, 1991; 1993; Rukenstein y col., 1991). En estas

condiciones las células viables mostraron alteraciones morfológicas similares a las

descriptas para el peroxinitrito (células redondeadas con burbujas en la membrana y en

algunos casos disminución del volumen celular, Fig. 3.3E y Fig. 3.4C), si bien la

población no fue morfológicamente tan homogénea como en el caso del peroxininito.

Los núcleos de las células no viables también mostraron condensación de la cromatina

y en algunos casos fragmentación nuclear (Fig. 3.3F). Estos resultados sugirieron que

el proceso de muerte desencadenado por el peroxiniuito era el mismo que se

desencadenaba por privación de un adecuado entorno trófico, es decir que el

peroxinitiito a bajas concentraciones (s lmM) podria desencadenar la apoptosis en

células PC12. Por el contrario, altas concentraciones de peroxiniuito (2 2 mM)

aplicadas por 5 min. a cultivos de células PC12 indujo un daño necrótico extensivo de

las células caracterizado por una aguda hinchazón celular y lisis que pudo ser

observado pocos minutos después del tratamiento.

4.1.4 DEMOSTRACIÓN IN SITU DE LA FRAGMENTACIÓN APOPI‘ÓTICA
DEL ADN.

Para determinar más especificamente si dosis subnecróticas de peroxiniuito podian

inducir la apoptosis en células PC12, los cultivos fueron fijados a diferentes tiempos

después de la exposición al oxidante y procesados con el método de TUNEL, que

permite el marcado específico de altas concentraciones de extremos 3’-OH libres del

ADN en células apoptóticas (Gavrieli y col., 1992). En esas condiciones

experimentales, no se encontró marcación hasta 4 hr después de la exposición al
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peroxinitrito (lmM, 5 min). Sin embargo, se encontró un número creciente de células

apoptóticas en cultivos incubados por 7 y 24 horas después del tratamiento con

peroxinitn'to (Fig. 3.58). Siete horas después del tratamiento con peroxinitn'to se

observó la aparición de células redondeadas con intensa marcación nuclear (46,3 i

5,3%), encogimiento del citoplasma y bordes de membrana irregulares (Fig. 3.5B y 3.6

A). La privación de suero también indujo la fragmentación apoptótica del ADN en el

23,6 i 1,2 de las células, después de 7 hr., de manera similar a la descripta para el

peroxinitrito (Fig. 3.5C y 3.6 B). En los cultivos control no se encontró un número

significativo de células positivamente marcadas (0,2 i 0,1%; Fig. 3.5A).

El ácido aurintricarboxílico (ATA) es un compuesto que inhibe la activación de las

endonucleasas durante la apoptosis (Baüstatou y Greene, 1991). Cuando el ATA (sal

de amonio, 25uM) fue agregado a cultivos de células PC 12junto con el medio fi'esco,

inmediatamente después de la exposición al peroxinitrito, previno la tinción de los

núcleos por el método de TUNEL. Además, el ATA revirtió parcialmente la apoptosis

en células PC12 expuestas a peroxinitrito (Tabla 3.III). Un resultado similar se obtuvo

con el agregado 8-(4-clorofeniltio)adenosina mono fosfato (CTP-AMPc; lOOpM;

Tabla 3.III), un análogo no metabolizable del AMPc que previene la apoptosis

inducida por privación de suero (Rukenstein y col., 1991).

TABLA 31H. Reversión por ATA y CTP-AMPc de la apoptosis inducida por
peroxinitrito en cultivos de céluliLsPC12.

Tratamiento' % de viabilidad" n

Control 98,56 i 2,18 ll

Peroxinitrite (lmM) 59,25 :t 11,17‘ 12

Peroxinitrito + ATA (25].1M) 94,58 i 3,43” 12

91,29 :t 7,04“ 12Peroxinitn'to + CTP-AMPc (lOOpM)

' Los cultivos fueron expuestos al peroxinitrito como fue descipto en Materiales y Métodos, pero el ATA y el
CTP-AMPC fueron agregados al medio de cultivo una vez finalizado el tratameinto con peroxinitrito. la
viabilidad fue determinada 24 hr depsués por el método de la FDA-YF. Los valores representan la media i
desvio estándar del número de mediciones indicado (n) provenientes de cuantro experimentos independientes
realizados por triplicado.‘ significativamente diferente del control (p<0,0001); bsignificativamente diferente
del peroxinitrito (p<0,0001)
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Figura 3.5. Demostración in situ de la fra entación de ADN inducida or el roxinitrito la
privación de suero. Los cultivos fueron fijados 7 horas después de los tratamientos. A: cultivos
expuestos a vehículo; B: cultivos expuestos a peroxinitrito l mM; C: celulas incubadas en ausencia de
suero. Las flehas marcan células apoptóticas. Barra de escala 40 pm.
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Figura 3.6. Morfología de las células con el ADN fi'agLnentado. Los cultivos fueron expuestos a
peroxinitrito (A) o incubados en ausencia de suero (B), como fue descripto en la Figura 3.5. Notese la
disminución del tamaño celular, la perdida de citoplasma, la presencia de bordes irregulares y la gran
condensación de la cromatina en las células con los núcleos marcados por el método del TUNEL
(flechas grandes). Algunas de las células mostraron burbujas de membrana (flechas pequeñas). Barra de
escala = 40 um.
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4.1.5 DEMOSTRACIÓN DE LA ESTIMULACIÓN DE LA
FRAGMENTACION INTERNUCLEOSOMAL DEL ADN POR
PEROXINITRITO.

A fin de obtener una corroboración final de las observaciones realizadas en cultivos

tratados con peroxinitrito y teñidos con FDA-YP y de los resultados obtenidos a través

del uso del método de TUNEL, ce'lulas PC 12 en suspención fueron expuestas a 1 mM

de peroxinitn'to y plaqueadas en medio completo. Siete horas después del tratamiento,

las células fueron resuspendidas y el ADN extraído y conido en geles de agarosa

mostrando el patrón de degradación en fragmentos múltiplos de aproximadamente 200

pb, tipico de la apoptosis (Fig. 3.7A). Cultivos paralelos fueron incubados en

condiciones de privación de suero como control positivo y expuestos a vehículo como

control negativo (Fig. 3.7A).

1234A
2322\¡
2027/

56

Figura 3.7. Demostración de la L ¡uï ' ' del ADN Pstimnlada po¿'_geroxi11itritoy
privación de suero. A) Células PClZ en suspención fueron expuestas al vehiculo (Linea 2), l mM de
peroxinitrito (linea 3) o incubadas por 7 horas sin suero (línea 4). El control no mostró degradación del
ADN (linea l), mientras que los grupos de peroxinitrito y privación de suero (líneas 2 y 3
respectivamente) mostraron degradación del ADN en bandas cuyo peso molecular correspondió a
multiplos de e 200 pb que corresponde al patrón típico de la apoptosis. La linea l correponde al ADN
del fago A cortado con Hind III. B) Suspenciones de células PClZ fueron expuestas a difeerentes
concentraciones de peroxinitrito o a sus productos de degradación. El peroxinitrito agregado a una
concentración de 0,5 mM (linea 3) estimuló la fragmentación intemucleosomal del DNA, mientras que
una concentración de 3 mM (línea 5) produjo un daño masivo e inespecífico, típico de la necrosis, que
aparece como un “chorreado” en el gel. El agregado de orden inverso de ambas concentraciones (0,5
mM, linea 2; 3 mM, linea 5) no mostró efectos importantes. La línea l correponde al estandar de peso
moleculer con bandas cada 100 pb. El ADN procesado como se indica en Materiales y Métodos.
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En otro experimento las células fueron expuestas a 0,5 mM o 3 mM de peroxiniuito o

a los productos de degradación correspondientes a esas concentraciones. En estas

condiciones se observó que el agregado de orden reverso no estimula la degradación

del ADN (Fig. 3.7B, líneas 2 y 4 respectivamente), mientras que la menor

concentración de peroxinitrito estimula de degradación intemucleosomal del ADN que

resulta en la aparición de un patrón de bandas en escalera, donde las bandas son

multiplos de aproximadamente 200 pb (Fig. 3.7B, línea 3). Por otra parte, la

exposición de las células a una concentración de peroxinitn'to de 3 mM produce una

degradación inespecífica del ADN que se vizualiza en los geles como un “chorreado”

caracterísitico de la necrosis (Fig. 3.7B, línea 5). En concordancia con las

observaciones realizadas con el método de TUNEL, cuando el ADN de células,

incubadas por menos de 3-4 hr después de la exposición a 0,5 mM de peroxinitrito, fue

analizado en geles de agarosa, no se encontró degradación, indicando que la

degradación de los cromosomas es un proceso secundario estimulado por el oxidante y

no un daño inespecífico inducido por el peroxinitrito.

4.1.6 EFECTO DE LA PRIVACIÓN DE SUERO SOBRE LA INDUCCIÓN DE
LA APOPTOSIS POR PEROXINITRITO.

Debido a las similitudes encontradas entre la estimulación de la muerte celular por

peroxinitn'to y la privación de suero, se investigó los efectos sobre la viabilidad celular

de la exposición al peroxinitrito seguida por una incubación en medio sin suero. La

incubación en medio sin suero después de la exposición al peroxinitrito no potenció la

muerte celular estimulada por el oxidante, no encontrándose diferencias significativas

entre la privación de suero, la exposición al peroxinitn'to y la suma de ambos estímulos

(Tabla 3.IV). La falta de aditividad de los efectos del peroxinitn'to y la privación de

suero sugiere que ambos estímulos estarian actuando sobre una misma población de

células susceptibles, activando el mismo programa de suicidio celular, tal como

sugen’an los resultados mostrados anterioromente.
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TABLA 3.IV. La Exposición al Peroxinitrito no Potencia el Efecto de la Incubación en
Condiciones de Ausencia de Suero.

Tratamiento. % de viabilidad” n

Control 99,11 i 0,88 12

Peroxinitn'to (lmM) 63,01 :t 12,80a 12

Medio sin suero 74,98 i 10,93‘ 13

Peroxinitrito + medio sin suero 68,70 i 11,28‘ 13

' Los cultivos fueron lavados para la eiqaosición al peroxinitrito como fiie descipto en Materiales y Métodos,
pero los grupos medio sin suero y peroxinitrito + medio sin suero después del tratamiento se incubo en medio
RPMI 1640sin suplemento(k suero." la fue determinadapor el métodode la FDA-YFcomofue
descripto en Materiales y Métodos. Los valores representan la media :k desvio estandar del número de
mediciones indicado (n) provenientes de cuatro experimentos independientes realizados por al menos por
triplicado.‘ significativamente diferente del control (p<0,0001).

4.1.7 DETERMINACIÓN DE LA PRESENCIA DE INMUNOREACTIVIDAD
DE NITROTIROSINA EN CELULAS PC12 TRATADAS CON
PEROXINÏTRITO.

A fin de determinar la nitración de residuos de tirosina en cultivos, células PC12

fueron expuestas a peroxinin'ito y la nitración fue visualizada utilizando un anticuerpo

monoclonal anti-nitrotirosina (Beckman y col., 1994). En estas condiciones se observó

una intensa inmunoreactividad limitada a células pequeñas y redondeadas, que en la

mayor parte de los casos colocaliza con la marcación de los núcleos apoptóticos con el

método de TUNEL (Fig.3.8). No se observó unión del anticuerpo en cultivos

controles. En la mayor parte de los casos la marcación parece estar limitada al

citoplasma con escasa o ninguna marcación nuclear. La inmunoreactividad fue

bloqueada por la co-incubación del anticuerpo con 5 mM de nitrotirosina, indicando

que el reconocimiento es específico. La detección de inmunoreactividad 24 hr. después

de la exposición al peroxinin'ito sugiere que las modificaciones que este produce

perduran en el tiempo, siendo esta una de las condiciones necesarias para explicar la

capacidad del peroxininito, de desencadenar efectos varias horas después, a pesar de

que su concentración disminuye a valores inocuos pocos segundos después del

tratamiento.
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Figura 3.8. La inmuno reactividad de nitrotirosina ' " con la de la fragmentación del
M. Cultivos de células PCIZ fiJeron expuestos a vehículo (A) o a l mM de peroxinitrito (B).
Veinticuatro horas después del tratamiento los cultivos fiieron fijados y procesados para el método de
TUNEL. Inmediatamente después se realizo la incubación con el anticuerpo anti-nitrotirosina. Notese
que el tratamiento con peroxinitrito estimula la aparición de inm1moreactiv1'dadde nitrotirosina (flechas)
en células pequeñas y redondeadas que tambíán presentan fragmentación del ADN. Barra de escala =
40 pm.

O4
85"

49*

Figura 3.9. Nitración de proteinas de g'lulas PQIZ gmición al mroxinitrito. Cinco minutos después
de la exposición de suspenciones de células PClZ fueron expuestas a vehículo, agregado de orden
inverso corrqaondiente a l mM o diferentes concentraciones de peroxinitr'rto, las proteinas totales
extraidas y procesadas para inmuno blot como se indica en Materiales y Métodos. Linea l, vehiculo;
linea 2, agregado de orden inverso; línea 3, peroxinitrito l mM; linea 4, peroxinitrito 0,5 mM; línea 5,
peroxinitrito 0,1 mM.
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A fin de determinar si la nitracíón de residuos tirosina es un proceso generalizado o

por el contrario, si sólo algunas proteínas suceptibles se nitran, lisados de células PC 12

previamente expuestas al peroxinitrito fueron separados por SDS-PAGE, y la nitración

determinada por inmuno blot (Fig. 3.9). En estas condiciones se encontró que el

anticuerpo sólo reconoce algunas bandas, que en algunos casos son muy minoritarias,

y que hay una correspondencia entre la intensidad de las bandas y la concentración de

peroxiniuito. Así mismo, se determinó la presencia de una banda inmunoreactiva a

nitrotirosina en la muestra proveniente de las células control. La especificidad de la

reacción se ensayó incubando el anticuerpo anti-nitrotirosina con SmM de nitrotirosina

y por la reducción de la nitrotirosina a aminotirosina con ácido hipocloroso

(Beckmann y col., 1993) previo a la realización del inmuno blot en geles paralelos.

4.1.3 LA PRIVACIÓN DE ARGININA o LA EXPOSICIÓN A INHIBIDORES

DE LA NO SINTETASA NO PREVIENEN LA MUERTE INDUCIDA
POR PRIVACIÓN DE FACTORES TROFICOS.

Muchos de los resultados obtenidos sugerían que la privación de factores tróficos y el

peroxiniuito podrian estimular la muerte de las células PC 12 por el mismo mecanismo.

Además, ha sido reportado que la privación de las céluals PC12 de un entorno trófico

adecuado conduce al estrés oxidativo (Jackson y col., 1994; 1992; l990a,b; Pan y

Perez-Polo, 1993). En base a estas evidencias se postuló que en esas condiciones se

podría estimular la producción de 'NO por la activación o síntesis de novo de la NO

sintetasa lo cual sumado al estrés oxidativo produciría peroxiniuito como mediador en

la inducción de la apoptosis. Para analizar esta hipótesis usamos dos aproximaciones:

el cultivo de células PC12 en medio deficiente en arginina (que es el sustrato de la NO

sintetasa) y la incubación en presencia de inhibidores de la enzima. En ninguna de las

dos condiciones se encontraron cambios significativos en la disminución de la

viabilidad celular inducida por privación de suero (Fig. 3.10 y Tabla 3.V). Por otra

parte, cuando cultivos de células PC12 incubados en ausencia o presencia de suero por

24 hr. fueron procesados citoquímicamente para la visualización de la enzima NADPH

diaforasa (la que es un muy buen marcador de la NO sintetasa; Hope y col., 1991) no

115



se encontró marcación específica, indicando que la enzima no está presente en las

células al menos en cantidades detectables por esta técnica.
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Figura 3.10. Efecto de la mcubacrón de la gg a sobre la muerte de cultivos de células PC12
estimulada mr dggiivación de fafctores tróficos. Cultivos de células PC12 fueron incubados por
24 horas en medio sin suero y con las concentraciones indicadas de arginina. La viabilidad fue

determinada por el método del MTI'. El Control con suero y arginina; O arginina. Los valores
representan la media i el desvío estandar de 8 mediciones obtenidas de 2 experimentos
independiaites realizados por cuadruplicado. Todos los valores de la arginina son

significativamente diferentes del control (p<0,001). No hay diferencias significativas aitre las
idifermtes concentraciones de arginina.

TABLA 3.V. Efecto del Tratamiento con Inhibidores de la NO Sintetasa sobre la
Disminución de la Viabilidad de Células PC12 Inducida por Privación de
Factores Tróficos.

Tratamiento. % de viabilidad" n

Medio sin suero 59,8 i 14,8' 19

NGF (lOOng/ml) 92,0 a: 16,3” 15

NOARG(100uM) 61,3 d: 3,8‘ 19

NAME (lOOuM) 53,7 :l:2,3‘ s

° Las células fueron lavados para la incubación en condiciones de ausencia de suero y plaqueadas como se
indica en Materiales y Métodos. " la viabilidad fue determinada 24 horas después por el método de de la
reducción del M'I'l‘ y posterior cuantificación espectrofotómetrica. Los valores representan la media :k desvio
estándar del número de mediciones indicado (n) provenientes de al menos dos experimentos independientes
realizados por cuadmplicado. ' significativamente diferente de NGF (p<0,0001); bsiguficativamente diferente
de medio sin suero (p<0,0001)

Estos resultados indican que la estimulación de la apoptosis en cultivos de células

PC12 por privación de un entorno trófico adecuado, si bien ha sido demostrado que
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ocurre por mecanismos que sen'an similares a los empleados por el peroxinim'to, no es

mediada por la síntesis de 'NO y por lo tanto el peroxinitrito no estan'a involucrado.

Por otra parte, recientemente ha sido demostrado que la NOS esta ausente en las

células PC12 y que se induce después de van'os dias de incubación con NGF (Peunova

y Enikolopov, 1995).

4.1.9 MODULACIÓN'DEL EFECTO TÓXICO DEL PEROXINITRITO POR
FACTORES TROFICOS.

Como hemos visto, la privación de factores tróficos y el peroxinitrito parecen activar el

mismo mecanismo de estimulación de la muerte celular y habiendo descartado la

posibilidad que las células PC12 produzcan peroxinitrito. En este contexto, decidimos

estudiar los efectos de diferentes factores tróficos sobre la toxicidad del peroxinitrito.

A tal fin análisis cuantitativos usando el ensayo de FDA-YP fiieron usados para

determinar el porcentaje de viabilidad en cultivos de células PC12 mantenidas por 24

horas en condiciones experimentales definidas (Tabla 3.VI y Fig. 3.11). La viabilidad

de cultivos mantenidos en condiciones normales de suero disminuyó del 98.6% al

62.1% como resultado del tratamiento con peroxinitrito (l mM). La preincubación

durante 2 hr. de los cultivos de células PC12 con NGF (50 ng/ml) o insulina (Sug/ml)

produjo una protección casi completa contra la apoptosis inducida por peroxinitrito,

mientras que el EGF (40 ng/ml) mostró un pequeño, aunque no significativo, efecto

protector. Por el contrario, el pretratamiento con FGF-2 (50 ng/ml) incrementa

dramáticamente la muerte celular inducida por peroxinitrito, disminuyendo la

viabilidad a un 36,4%. El FGF-l (50 ng/ml) sólo no tiene efecto sobre la toxicidad del

peroxinitrito, sin embargo, en presencia de heparina (SOU/ml) el FGF-l potencia el

efecto del peroxinitrito disminuyendo la viabilidad a un 27,1% (Tabla 3.VI). Este

efecto es consistente con el hecho que la heparina estabiliza la estructura del FGF-l y

potencia sus efectos biológicos mediados por la unión al receptor (Imamura y col.,

1995). La concentración de NGF necesaria para una completa protección fue suficiente

para activar tanto el receptor de alta como de baja afinidad (Sutter y col., 1979); sin
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embargo, una protección significativa se alcanza con menores concentraciones de NGF

(Fig. 3.11) que sólo pueden activar el receptor de alta afinidad.

TABLA 3.VI. Efecto del Peroxinitrito sobre la Viabilidad de Cultivos de Células PC12

Preincubados con F“tE-es Tróficos.

Tratamiento. % de viabilidad" n

Control 98,64 d: 1,32 22

Peroxinitrito ( lmM) 62,14 :t: 12,34' 24

NGF (lOOng/ml) + Peroxinitrito 97,94 :l: 2,10" 25

Insulina (5¡ig/ml) + Peroxinitrito 94,52 i 3,43” 13

EGF (40ng/ml) + Peroxinitrito 71,91 a: 7,93' 14

FGFZ (SOng/ml) + Peroxinitrito 36,37 a: 3,07'b 13

FGFl (SOng/ml) + Heparina SOOOU/ml+ Peroxinitrito 27,12 :t 11,29“ 13

FGFl + Peroxinitr'ito 71,31 :t 5,30' 13

' Los cultivos fueron preincubados por dos horas con los diferentes factores tróficos, agregados directamente
al medio condicionado, y luego lavados para la exposición al peroxinitrito como fue descipto en Materiales y
Métodos, pero los factores tróficos fueron agregados a la solución salina de forma que estuvieran presentes
duranteel tratamientocon el agenteoxidante."la fue determinadapor el métodode la FDA-YF
como fue descripto en Materiales y Métodos. Los valores representan la media i desvio estándar del número
de mediciones indicado (n) provenientes de al menos cinco experimentos independientes realimdm por
triplicado.‘ significativamente diferente del control (p<0,0001); bsignificativamente diferente del
peroxinitrito (p<0,0001).

'/.deVlablludad

25­

'6 '5 '4 '3 -2 -l
log [NGF] (ug/ml)

Figura 3.11. La preincubación con NGF revierte la diminución de la viabilidad celular inducida
mr la emición al groxinitrito. Cultivos de células PC12 preincubados por 2 hr con
concentraciones crecientes de NGF fiieron expuestos a l mM de peroxinitrito por 5 minutos e
incubados al medio completo por 24 hr. La viabilidad celular fue evaluada por la tinción
simultánea con FDA-YF. Los valores representan la media i el desvío estándar de al mmos 8
valores obtenidos de tres experimmtos independiartes realizados por triplicado. La reversión es

isigiificativa a valores mayores de 100 pg/ml (p<0,001)
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Cuando los cultivos de células PC12 fueron tratados con insulina (Spg/ml) después de

la exposición al peroxinitrito, se verificó una protección similar a la ejercida por la

preincubación (Tabla 3.VII). Sin embargo, la incubación de los cultivos con NGF (100

ng/rnl) después de la exposición al oxidante potenció el efecto sobre la disminución de

la viabilidad celular (Tabla 3.VII) mientras que el EGF, FGF-l con heparina y el FGF­

2 a las concentraciones usadas anteriormente no mostraron ningún efecto sobre la

disminución de la viabilidad celular inducida por peroxinitrito (Tabla 3.VII).

TABLA 3.VII. Efecto de los Factores Tróficos sobre la Viabilidad de Cultivos de
Células PC12 Expuestos al Peroxinitrito.

Tratamiento‘ % de viabilidad"

Control 97,72 :i: 2,05

Peroxinitrito (lmM) 59,87 :t 10,35'

Peroxinitrito + NGF (lOOng/ml) 25,49 a: 7,62“

Peroxinitrito Insulina + (5¡ag/ml) 92,34 i 5,76b

Peroxinitrito EGF + (40ng/ml) 63,71 :t 6,38a

Peroxinitrito FGFZ + (SOng/ml) 65,63 i 10,46a

Peroxinitrito FGFl + (SOng/ml)+ Heparina 50U/rnl 60,35 :t 12,91‘

Peroxinitrito + FGFl 61,73 i 7,39' 9

' Los cultivos fiieron expuestos al peroxinitrito como fue descipto en Materiales y Métodos, pero los factores
tróficos fueron agregados al medio de cultivo una vez finalizado el tratameinto con peroxinitrito." la
viabilidad fue determinada por el método de la FDA-Y? como fue descripto en Materiales y Métodos. Los
valores representan la media á: desvio estándar del número de mediciones indicado (n) provenientes de tres
experimentos independientes realizados por triplicado.‘ significativamente diferente del control (p<0,0001);
bsignificativamente diferente del peroxinitrito (p<0,01)

OWONOOOOD

Colectivamente estos resultados implican un papel para la unión a los receptores así

como respuestas que involucran a los mecanismos de transducción de señales en la

regulación diferencial por los diferentes factores tróficos de la apoptosis inducida por

peroxinitn'to
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4.2 PARTICIPACIÓN DEL, ÓXIDO NÍTRICO Y LAS ESPECIAES
REACTIVAS DEL OXIGENO EN LA ESTIMULACIÓN DE LA
MUERTE DE LAS M0 TONEURONASEN CULTIVO.

Recientemente ha sido reportado que como consecuencia del daño a nervios o de

inflamación se induce la síntesis de novo de la forma neuronal de la enzima de sintesis

del óxido nítrico en la médula espinal (Verge y col., 1992; Solodldn y col., 1992) y

más específicamente en las motoneuronas (Wu, 1993; Wu y col., 1994). Además, el

tratamiento de los animales con inhibidores de la NOS después de la sección de la raiz

ventral reduce la muerte de las motoneuronas (Wu y Li, 1992). Por otra parte, el tipo

familiar de la esclerosis lateral amiotrófica está asociado con mutaciones de la enzima

superóxido dismutasa, como fue discutido previamente. En este contexto, el objetivo

de las investigaciones fue determinar la posible participación del peroxinitrito en la

muerte de las motoneuronas inducida por privación de factores tróficos.

4.2.1 DETERMINACIÓN DE LA INDUCCIÓN DE LA APOPTOSIS POR
PRIVACION DE FACTORES TRÓFICOS EN LAS MOTONEURONAS
EN CULTIVO.

Las motoneuronas obtenidas por centrifugación sobre un colchón de metn'zamida

seguido de la purificación por inmuno-afim'dad se anclaron al sustrato y emitieron

neuritas dentro de las 4-5 horas siguientes a haber sido puestas en cultivo. A las 24 hr.,

los cultivos estaban compuestos por una mayon’a de células grandes (diámetro del

soma w 35 um) multipolares con largas neun'tas y gruesos procesos terminados en

punta (Fig. 3.12A, Fig. 3.13A, C y E). La mayoría de las neuronas descriptas

degeneran rápidamente cuando son cultivadas en ausencia de factores tróficos (Fig.

3.12C, D y E). Además un 93-96 % de las neuronas se fiñeron con anticuerpos contra

la homeoproteína Islet-l (Fig. 3.12B), uno de los marcadores más tempranos de

motoneuronas (Ericson y col., 1992). Esparcidas en los cultivos también se encontró

un limitado número (4-6%) de neuronas pequeñas (diámetro del soma N 18 pm) que

mostraron ser dependientes de la presencia de factores tróficos, pero que no

presentaron marcación para Islet-l, concordando con reportes previos de la
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composición y comportamiento celular de los cultivos (Henderson y col., 1993; 1994).

Las cuantificaciones se realizaron considerando exclusivamente las neuronas grandes,

de acuerdo con reportes previos (Henderson y col., 1991; 1994).

Cultivos de motoneuronas mantenidos por 24 hr en condiciones de privación de

factores tróficos fueron procesados con la técnica de TUNEL a fin de confirmar que la

muerte tiene lugar por mecanismos apoptóticos. En estas condiciones, la totalidad de

las células pequeñas, redondeadas, sin neuritas y con bordes de membrana irregulares

mostraron marcación nuclear (Fig. 3.12D, Fig. 3.13F) que no es visible en las células

con prolongaciones neuriticas (Fig. 3.12C, Fig 3.13E). Así mismo, alrededor de

algunas de las células con marcación nuclear se pudo observar la presencia de detritos

y restos de neuritas, con morfología similar a los cuerpos apoptóticos (Fig. 3.12E).

Estos resultados confirman la apoptosis como el mecanismo de la muerte, estimulada

por la privación de factores tróficos, de las motoneuronas en cultivo.

4.2.2 LAS MOTONEIJRONAS EN CULTIVO EXPRESAN LA ENZIMA DE
SINTESIS DEL OXIDO NITRICO.

Para la formación endógena del peroxinitrito son necesarias concentraciones de 'NO

capaces de competir con la superóxido dismutasa por el radical superóxido. Por lo

tanto, estudiamos si la enzima de síntesis del óxido nítrico está presente en cultivos de

motoneuronas, por medio de la reducción del NBT en presencia de NADPH por la

actividad NADPH-diaforasa de la NOS. En estas condiciones, una importante

proporción de las motoneuronas (l DIV) cultivadas con o sin factores tróficos

mostraron reactividad positiva para la enzima (Fig. 3.13). Cultivos paralelos en los

cuales se remplazó el NADPH por NADH no presentaron reactiviad, confirmando la

especificidad del método empleado. Las células que fueron positivas para la NADPH­

diaforasa tambien fueron inmunoreactivas para el Islet-l, confirmando que las células

reactivas para la enzima eran motoneuronas (Fig. 3.13B).
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de muerte de las enFigura 3.12. Caracterimñón de los cultivos y de los
cultivo. Motoneuronas purificadas por centrifugación sobre colchón de metrizamida e inmuno afinidad,
fueron puestas en cultivo. Los cultivos fueron entonces fijados y la inmunoreactivídad para lslet-l (B) y
la fragmentación nuclear (D) fueron determinadas como se indica en Materiales y Métodos. A-B y C-D
son microfotografias del mismo campo en contraste de fases y campo claro respectivamente. En C y D
las flechas grandes muestran un motoneurona con largas neuritas y las flechas pequeñas una célula
apoptótica. En E la flecha grande muestra una célula apoptótíca y las flechas pequeñas detritos
celulares, que podrían ser cuerpos apoptóticos. Barra de escala = 100 um.
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Figura 3.13 Las motoneuronas en cultivo expresan la enzima de sintesis del óxido nitrico Cultivos de
motoneuronas fueron fijados la presencia de la actividad NADPH-diaforasa fue demostrada por
incubación cori NADPH y NBT como fue descripto en Materiales y Métodos. A, C y E son
microfotografias de contraste de fases correspondientes a los mismos campos que en B, D y F.
respectivamente, se muestran en fondo claro. B y D en presencia de NT 4/5 y F en ausencia de fatores
tróficos. B) doble marcación con la citoquimica para NADPH-diaforasa y anticuerpos anti-lslet-I
(flechas); D) motoneuronas teñidas con la reacción inmunocitoquímica para NADPH-diaforasa. Note
que los nucleos no se tiñen. F) Cultivos teñidos con la reacción inmunocitoquímica para NADPH­
diaforasa y el método del TUNEL (flecha). Barra de escala = 100 pm.
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Cuando se realizó una marcación simultánea con la reacción citoquímica para la

NADPH-diaforasa y el método de TUNEL no pudo encontrarse ninguna correlación

entre las células que expresan la NOS y la fragmentación nuclear (Fig. 3.13 E y F), ya

que la totalidad de las motoneuronas grandes muestran reacción para la enzina. Estos

resultados demuestran que en cultivo las motoneuronas expresan la NOS,

independientemente de la presencia de factores tróficos, si bien parece que estos

últimos aumentan la intensidad de la reacción para la enzima.

4.2.3 PREVENCIÓN DE LA APOPTOSIS INDUCIDA POR PRIVACIÓN DE

FACTORES TRÓFICOS POR INHIBIDORES DE LA SINTETASA DEL
OXIDO NITRICO.

A fin de terminar la participación del óxido nítrico en la inducción de la apoptosis, se

estimuló la muerte de las motoneuronas en cultivo por privación de factores tróficos en

presencia de inhibidores de la NOS. El tratamiento con los inhibidores competitivos de

la NO sintetasa, nitro arginina metil éster (NAME) y nitro arginina (NARG) previno

parcialmente la muerte de las motoneuronas inducida por privación de factores tróficos

(Fig. 3.14), determinada 24 hr. después del plaqueo, con un ECsode aproximadamente

0,5 uM y 0,7 mM, respectivamente. Este efecto perduró por cuatro dias para el caso

del NAME, con un patrón de reversión temporal similar al mostrado por la exposición

a neurotrofina 4/5 (Fig. 3.15). Las diferencias en el ECso entre estos dos compuestos

virtualmente idénticos puede deberse a que el NAME es más permeable en las

membranas biológicas que la NARG y puede ser acumulado intracelularmente en

forma de NARG por la acción de esteras inespecíficas intracelulares logrando altas

concentraciones intracelulares. Por otra parte, la larga duración del efecto protector del

NAME puede deberse a que este compuesto presenta dos tipos de inhibición sobre la

NOS, la inhibición de tipo competitiva que se verifica inmediatamente después del

agregado y la inhibición de tipo no competitiva que tiene lugar con una cinética más

lenta y a concentraciones mayores, aparentemente por inactivación de la enzima (Rief

y McCreedy, 1995).
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Figura 3.14. Inhibidores de la enzima de sintesis de óxido nítrico previaien la muerte de las
‘ al " ' de nrivarión de factores tróficos. Los inhibidores de la NOS fueron

agregados al medio de cultivo inmediatamente después de haber sido sembradas las células.
Veinticuatro horas después, la viabilidad se determinó por el conteo de células con neuritas de más de
cuatro diámetros del soma de largo. La viabilidad se expresa como porcaitaje del número de
motoneuronas presentes en los cultivos tratados con 100 pg/ml. de neurotrofina 4/5 (0). La viabilidad
de los cultivos en condiciones control es mostrada a modo de referencia (El). A) cultivos expuestos a

metiléster (O). Los valoresrepresaitanla mediai el desvioestándarde 6 valores
obtmidos de 3 experimentos indepaidientes realizados por duplicado. La reversión fue significativa a
concentraciones NAME superiores a 0,1 uM (p<0.001); B) Cultivos expuestos a nitroarginina (A). Los
valores represaitan la media i el desvio estándar de 4 valores obtenidos de 2 experimentos
independimtes realizados por duplicado. La reversión fue significativa para concaitraciones de NARG
mayores a l mM (p<0.02).

TABLA 3.VIII. Reversion del Efecto Protector de ¡3 NAME por L-Aginina

Tratamiento % de viabilidad" n

Ninguno 32,0 d: 4,3c 4

Neurotrofina 4/5 (lOOpg/ml) 100,0 t 1,8' 4

NAME (lOOuM) 73,4 :l: 4,1'd 4

NAME + L-arginina (2mM) 47,3 :t 3,2ace 4

NAME + D-arginina (2mM) 75,5 :t 3,7"c 4

D-arginina (2mM) 64,2 i 13,9“cl 4

' Las adiciones fueron realizadas al momento del plaqueo y la viabilidad determinada 24 hrs. despues como
fue descipto en Meteriales y Métodos. " La viabilidad fue calculada respecto al número de motoneuronas
presenta en el grupo NT4/5 que es tomado como el 100%. Los valores representan la media t desvio estándar
del número de mediciones indicado (n) provenientes de dos experimentos independientes realizados por
duplicado. 'significativamente diferente del control (p<0,001); b significativamente diferente del control
(p<0,01); ° significativamente diferente de NT4/5 (p<0,001); d significativamente diferente de NT4/5
(p<0,01); ° significativamente diferente (k NAME (p<0.001)
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A fin de determinar la especificidad en la prevención de la estimulación de la muerte

de las motoneuronas en condiciones de privación de factores tróficos por el NAME, se

estudió la capacidad de la L- y D-arginina de revertir el efecto del inhibidor (Tabla

3.VIII). La exposición simultánea de los cultivos de motoneuronas a NAME y L­

arginina resultó en una reversión parcial del efecto protector del inhibidor de la NOS

sobre la muerte inducida por privación de factores tróficos. La D-arginina no sólo no

tuvo efecto sobre la protección ejercida por el NAME sino que presentó un efecto

protector per se, probablemente debido a la competencia por la captación con la L­

arginina. Estos resultados indican que la neuroprotección que mostró el NAME sobre

la inducción de la apoptosis es debida a un efecto específico, seguramente por

inhibición de la enzima de síntesis del óxido nítrico.

N U1
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2 3
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Figura 3.15. Curso t ral de la reversión de la muerte delas motoneuronas r la incubación
con nitroargg ina metil ester. Los agregados de NAME (100 pM; O), neurotrofina 4/5 (100
pg/ml.; O)y de veiculo, a1 los cultivos control (El), fueron realizados inmediatamente después de
la siembra de las motoneuronas. La viabilidad fue determinada por conteo directo de todas las
motoneuronas que presmtaban neun'tas de más de cuatro diámetros del soma en un campo
identificado del disco de cultivo a los tiempos indicados y expresada como porcartaje del número
de células que esaban adheridas al sustrato 4 horas después de la sirnbra de las células. Los
valores representan la media i el desvio estandar de 6 mediciones obtenidas de 3 experimentos
independientes realizados por duplicado. Hasta el dia 4, la viabilidad de los cultivos expuestos al
NAME es significativamente mayor que la delos cultivos control (p<0,0001).
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4.2.4 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON AGENTES ANTIOXIDANTES
SOBRE LA APOPTOSIS EN CULTIVOS DE MOTONEURONAS.

Como ya fue establecido anteriormente, la formación del peroxinitrito requiere de

presencia simultanea de óxido nítrico y radical superóxido. Por lo tanto, se investigó el

efecto de dos compuestos antioxidantes sobre la estimulación de la apoptosis por

privación de factores tróficos en cultivos de motoneuronas (Tabla 3.IX). Ni el glutatión

ni la N-aceülcisteína produjeron cambios en la viabilidad de los cultivos respecto de

los controles, en dos experimentos independientes.

TABLA 31X. Efecto del Tratamiento con Anti-Oxidantes sobre la Disminución de la
Viabilidad de las Motoneuronas Inducida por Privación de Fatores
Tróficos.

Tratamiento. % de viabilidad" n

Control 37,6 i 4,8 4

NT 4/5 (100 pg/ml) 100,0 i 4,8‘ 4

NAME (100 uM) 67,7 i 6,5' 4

Glutatión (5 mM) 41,4 i- l,6 4

N-acetil-cisteína (100 |.LM) 35,4 i 4.8 4

' Los tratamientos fueron rmlizados en el momento de sembrar las motoneuronas. " La viabilidad fue

determinada 24hrs. después del tratamiento por conteo de motoneuronas, como fue mpecificado en Materiales
y Métodos. Los valores son expresados como porcentaje del numero de motoneuronas en los cultivo tratados
con NT 4/5 y representan la media :t el desvio estándar del numero de determinaciones indicado (n)
provenientes de 2 eiqaerimentos independientes realizados por duplicado. 'significativamente diferente del
control (p<0,01)

127



4.3 ESTIMULACIÓN DE LA MUERTE DE MOTONEURONAS
ESPINALFS DE EMBRIONES DE RATA POR LA EXPOSICIÓN A
AMINO ACIDOS EXCI TATORIOS.

Una gran cantidad de evidencia experimental ha sido acumulada implicando a la

excitotoxicidad en la patogénesis de una variedad de enfermedades neurodegenerativas

(Olney, 1989; Flint Beal, 1992; Lipton y Rosenberg, 1994). Así mismo, se ha

encontrado que los efectos tóxicos del neurotransmisor excitatorio glutamato pueden

ser mediados, al menos en parte, por la estimulación del estrés oxidativo y la

activación de la enzima de sintesis del óxido nítrico (Cazevieille y col., 1993; Lipton y

col., 1993; Lafon-Cazal y col., 1993; Dawson y col., l99lb). Así mismo, ha sido

demostrado que los amino ácidos excitatorios estimulan los mecanismos de la

apoptosis en modelos de neuronas en cultivo (Kure y col., 1991). Sin embargo, pesar

de la evidencia reunida acerca de la estimulación de la muerte de las motoneuronas por

la sobreesu'mulación de los receptores para los amino ácidos excitaton'os (Rothstein y

col., 1993; Couratier y col., 1993; Mentis y col., 1993; Krieger y col., 1993; Lipton y

Rosemberg, 1994; Wells y col., 1994; Stone, 1993; Regan y Choi, 1991), no se ha

realizado ningún estudio a nivel celular. En este contexto, se estudiaron los efectos

excitotóxicos del ácido glutámico y agonistas específicos de los receptores para amino

ácidos excitatorios, sobre la viabilidad de cultivos enriquecidos en motoneuronas por

cenuifugación sobre un colchón de meuizamida.

4.3.1 EFECTOS EXCITOTÓXICOS DE LOS AMINO ÁCIDOS
EXCITATORIOS SOBRE MOTONEURONAS EN CULTIVO.

Los cultivos enriquecidos en motoneuronas mantenidos por 24-48 hr. en presencia de

extracto muscular están compuestos por neuronas (20-35um) con neuritas

relativamente largas, agrupadas alrededor de células gliales que aparecen dispersas en

el cultivo (Fig. 3.16A y B). Las células gliales representan 5-10% del número total de

células y el 70-80% de las células presenta inmunoreactividad positiva para CGRP, un

marcador especificos de motoneuronas (Juurlink y col., 1990). De acuerdo con

reportes previos mostrando la dependencia de los cultivos de motoneuronas de los
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factores tróficos presentes en el extracto muscular (Arakawa y col., 1990; Bloch­

Gallego y col., 1991; Schnaar y Schaffiier, 1981; Henderson y col., l983;l993) y los

resultados mostrados anteriormente, se encontró que las células degeneraban

rápidamente en ausencia de extracto muscular.

La exposición de los cultivos de motoneuronas (l día in vitro, DIV) durante 30

minutos en HBSS (Tabla 2.X) resultó en una moderada, pero significativa,

disminución de la viabilidad celular que en ningún caso superó el 30% (Tabla 3.X),

cuando fue evaluada 24 hr. después por la reducción mitocondn'al del MTT y

cuantificada por conteo de células y , ‘ -fi-ínmé# * Este resultado es muy

diferente de los reportados en otros modelos de neuronas en cultivo donde un

tratamiento similar conduce a la muerte de más del 80% de las neuronas (Choi y col.,

1987; Regan y Choi, 1991; Wells y col., 1994). Por otra parte la observación

microscópica de los cultivos no mostró los cambios morfológicos característicos de la

excitotoxicidad aguda, tales como hinchazón celular (Rothman, 1985; Choi y col.,

1987; Regan y Choi, 1991). Este resultado sugiere que los mecanismos de

excitotoxicidad aguda pueden no ser importantes en la neurotoxicidad que el glutamato

ejerce sobre las motoneuronas.

TABLA 3.X. Disminución de la Viabilidad de las Motoneuronas en Cultivo por
Incubaciones Cortas con Aminoácidos Excitatorios.

Tratamiento. % de viabilidad" n

Control 100,0 i 3,5 8

Glutamato (lmM) 83,2 i 1,8' 9

NMDA(100uM) 91,1 ¿4,05 3

Kainato (500uM) 74,3 a: 4,9‘ 8

AMPA(10uM) 91,3:t 1,4' 9

' Los cultivos fueron expuestos a los diferentes estímulos por 30 min. a temperatura ambiente, como fue
especificadoen Materialesy Métodos." La fue derminada24 hrs. despuésdel tratamientopor el
método del MTT. La viabiliad fue calculada respecto d: los cultivos control, los cuales fueron tomados como
el 100%. Los valores son la media i el desvio estándar del número de determinaciones indicado (n)
provenientes de tres experimentos independientes realizados por triplicado. a significativamente diferente del
control (p<0,001); b significativamente diferente del control (p<0,05)

129



4.3.2 EFECTOS TÓXICOS DE TRATAMIENTOS PROLONGADOS CON
GLUTAMATO SOBRE LOS CULTIVOS DE MOTONEURONAS.

El agregado de glutamato (600 uM) al medio condicionado resultó en una

degeneración neuronal generalizada que sólo fue aparente van'as horas después de

comenzado el estímulo (Fig. 3.16C y D). Al igual que con el tratamiento corto, no se

observó hinchazón celular dentro de las 4 horas posteriores al tratamiento. Sin

embargo, 24 hr. después del estímulo, la mayon'a de las neuronas fueron sustituidas

por denitos celulares, mientras que un proporción importante de células presentaban

signos de degeneración tales como cuerpos celulares oscuros y granulosos o lisis de las

neun'tas. Sólo un pequeño número de neuronas no mostraron anormalidades

morfológicas importantes.

Experimentos cuantitativos utilizando la técnica del MTT muestran que la toxicidad

del glutamato fue dependiente de la concentración del amino ácido agregada al medio

condicionado (ECso w 300 uM; Fig. 3.17), es decir que la toxicidad aumentó a medida

que se incrementó la concentración extracelular del glutamato. Sin embargo, la curva

obtenida muestra una relación no lineal entre ambas variables, como era de esperase

por el estrecho rango de concentraciones usado. Así, mientras que una concentración

de glutamato de 100 uM induce la muerte del 43% dc las células, concentraciones de

200 y 400 uM no producen una muerte adicional significativa (47 y 53%

respectivamente). Por cl contrario, concentraciones de 600 ¡JM y l mM inducen una

muerte neuronal más generalizada, si bien no hay diferencias significativas entre ellas

(76 y 80% respectivamente, Fig. 3.17).

Figura 3.16. Microfotggr_afiasde cultivos mriguecidos m motoneuronas 48 horas dmue's del plagueo.
(siguiente página). Los cultivos fueron sembrados a: presencia de estracto muscular y después de 24
horas en cultivo se agregó glutamato a una concaItración final de 600 uM, directammte al medio de
cultivo condicionado. A, B, C y D son micrografias de contraste de fases; E y F son micrografias de la
fluorescencia resultante por la tinsión con yoduro de propidio. A y B son controles (las flechas muestran
las células gliales) ; C, D, E y F cultivos expuestos por 24 al glutamato. F41C las flecha grande muestra
un núcleo no condensado y las pequa'ras núcleos condarsados. En D la flecha musua rm núcleo
altamente condensado y fragmartado. Barra de escala = lOOum.

130





100

N U'

U‘ O v

Xdevnablhdad

O 025 075 loáo
[GLU] (mM)

Figura 3.17. El utamato estimula la disminución de la viabilidad celular en cultivos
au' " en 4 de una forma ‘ "b‘ de la ‘ " Los cultivos (l
DIV) fueron expuestos a concentraciones crecientes de glutamato, agregado directamente en el
medio condicionado y la viabilidad evaluada 24 hr después por el método del M'IT. Los valores
representan la media i el desvío estándar de 12 valores obtenidos de 4 experimentos
independientes realizados por triplicado. La disminución de la viabilidad fue significativamente
diferente del control a concentraciones mayores de 100 pM (p<0,0001). No hubo diferencias

significativas de la viabilidad entre las concentraciones de glutamato entre 100 y 400 uM, sin
lembargo las concentraciones de 600 ¡4M y l mM produjeron una mayor diminución de la
viabilidad que fue significativamente diferente de la producida por la exposición a 100 ¡4M de
glutamato (p<0,001).

4.3.3 EFECTO DE LA EXPOSICIÓN PROLONGADA A AMINO ÁCIDOS
EXCITATORIOS SOBRE LA VIABILIDAD DE CULTIVOS
ENRIQUECIDOS EN MOTONEURONAS.

Los efecto del NIVHDA,el kainato y el AMPA sobre la viabilidad de los cultivos

enriquecidos en motoneuronas fueron también estudiados a fin de determinar si la

neurotoxicidad del glutamato estaba relacionada con la activación de un subtipo de

receptor para los amino ácidos excitatorios (Tabla 3.XI). Los tres agonistas

glutamatérgicos indujeron una moderada, pero significativa, disminución de la

viabilidad en los cultivos enriquecidos en motoneuronas respecto de los valores control

(NMDA w 27%; kainato «¡34%y ANH’A N 13%), que es sólo levemente superior a los

valores encontrados para la exposición corta. Por otra parte ha sido reportado que el

daño neuronal excitotóxico es mediado por la activación patológica de uno o más

subtipos de receptores para amino ácidos excitatorios (Frandsen y col., 1989, Wells y
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col., 1994). Considerando los resultados bajo esta nueva perspectiva, una posible

interpretación de los resultados es que la neurotoxicidad del glutamato pueda ser

mediada por la participación cooperativa de los diferentes subtipos de receptores.

TABLA 3.XI. Efecto de la Exposición Prolongada a Aminoácidos Exitatorios sobre la
Viabilidad de las Motoneuronas.

Tratamiento. % de viabilidad" n

Control 100,0 :t 3,2 9

Glutamato (lOOpM) 58,1 :I:2,9‘ 9

NMDA (lOOuM) 73,2 e 5,2' 3

Kainato (500uM) 66,9 i 5,4a 9

AMPA (lOpM) 37,3 :t 4,9a 8

' Los tratamientos fueron realizados en el medio condicionado 24 hrs. después del plaqueo, como fue
descripto en Materiales y Métodos. " La viabilidad fue detemtinada 24m. después del tratamiento por el
método del M’I'I‘, como fuera especificado en Materiales y Métodos. Los valores son expresados como
porcentaje de los controles y representan la media :l: el desvio estándar del numero de determinaciones
indicado (n) provenientes de tres experimentos independientes realizados por triplicado. ' significativamente
diferente del control (p<0,03)

4.3.4 EVIDENCIA DE LA [NDUCCIÓN DE APOPTOSIS POR LA
EXPOSICION PROLONGADA AL GLUTAMATO.

Las caracteristicas morfológicas observadas en la muerte de las motoneuronas inducida

por glutamato es altamente sugesu'va de apoptosis. Para verificar esas observaciones

cultivos enriquecidos en motoneuronas y expuestos a l mM de glutamato fueron

teñidos con yoduro de propidio (Fig. 3.16E y F). En estas condiciones se observó

condensación de la cromatina y en algunos casos fragmentación nuclear (Fig. 3.16F).

También se observaron núcleos normales con una baja intensidad de la marcación

(Fig. 3.16E), que corresponden a núcleos cuya cromau'na no estaba condensada.
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5. DISCUSIÓN

La exposición de cultivos de células PC12 a bajas concentraciones de peroxinitn'to

(S l mM) estimuló un mecanismo de muerte celular con las caracteristicas celulares y

moleculares de la apoptosis. Entre las 7 y 24 horas posteriores al tratamiento con

peroxinitrito, las células desarrollaron burbujas de membrana, reducción del

citoplasma, condensación de la cromatina y fragmentación intemucleosomal del ADN.

Las alteraciones morfológicas y moleculares resultantes del tratamiento con el agente

oxídante fueron equivalentes a las observadas en la apoptosis estimulada por la

privación de suero (Batistatou y Greene, 1991; 1993). De hecho, la incubación en

medio sin suero después de la exposición al peroxinitn'to, no potencio el efecto tóxico

de este último, sugiriendo que ambos estímulos acúan por el mismo mecanismo. Sin

embargo, la privación de suero no involucra la formación de peroxinittito.

La fragmentación del ADN es un evento temprano durantre la apoptosis de las células

PC12 estimulada por privación de factores tróficos (Batistatou y Greene, 1993). La

exposición de los cultivos al peroxinitn'to provocó una extensa fragmentación del ADN

nuclear la que fue evaluada evaluada tanto por la marcación in situ por el método del

TUNEL como a través del análisis electroforético en geles de agarosa. A pesar que el

peroxinitrito puede causar la rotura de las cadenas del ADN aislado (King y col.,

1993), la fragmentación observada en estos estudios no parece ser por efecto directo

del peroxinitrito sobre el ADN, puesto que las células marcadas por el método del

TUNEL fueron encontradas sólo varias horas después del tratamiento con el oxidante.

Sin embargo, el peroxinitn'to se descompone pocos segundos después de agregado,

sugiriendo que la fragmentación se debió a una activación secundaria de las nucleasas

celulares. Además, un inhibidor de nucleasas, el ácido aurin tricarboxílico (ATA),

agregado varios minutos después que el peroxinitn'to, previno tanto la marcación por el

método del TUNEL como la diminución de la viabilidad celular, determinada 24 horas

después. Por otra parte, es esperable que la reacción directa del peroxinitrito con el

ADN para producir la rotura de las cadenas sea al azar. Esto resultaría en un chorreado
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en los geles de agarosa y no en un partrón en escalera idéntico al producido por la

privación de suero, que es debido a la activación de nucleasas endógenas (Batistatou y

Greene, 1991; 1993). En conjunto estos resultados demuestran que el peroxininito es

capaz de estimular la muerte celular por activación del programa de la apoptosis. En

este sentido, la capacidad del peroxinitiito de estimular la apoptosis ha sido

recientemente demostrada en la línea celular HL-60 (Lin y col., 1995) y en cultivos de

neuronas corticales (Bonfoco y col., 1995). En este último modelo tambien se encontró

que la exposición a altas concetraciones de peroxinitiito conducen a la degeneración

necrótica mientras que concentraciones menores estimulan la apoptosis, corroborando

los resultados de este trabajo.

La concentración de peroxiniuito requerida para producir la muerte del 50% de las

células varió en las diferentes condiciones estudiadas. Cuando el peroxinitiito fue

agregado a células ancladas al sustrato, el ECso fué similar al derminado en

suspensiones con concentraciones de l x 106 células/ml, mientras que para una

concentración celular menor el ECsodiminuyó, variando entre valores de 1,3 y 0,5 mM

aproximadamente (Fig.3. l). Tales concentraciones pueden parecer altas, pero dado que

el peroxinitiito se descompone durante el mezclado con la solución de incubación sin

contactar a las células, la exposición efectiva al oxidante fue menor. En experimentos

donde se demostró la toxicidad del peroxinitrito en Trypanosoma cruzi y Escherichia

coli, se encontró que el agregado de peroxiniuito como un único bolo a una

concentración final de l mM es equivalente a la generación de la misma masa del

oxidante por concentraciones submicromolares durante una hora (Denicola y col.,

1993; anelli y col., 1995). Estas concentraciones de peroxinitiito pueden ser

generadas por macrófagos alveolares activados (Ischiropoulus y col., l992b), y los

macrófagos cerebrales activados ciertamente producen anión superóxido y óxido

nítrico simultáneamente (Colton y Gilbert, 1987; Boje y Arora; 1992; Zielasek y col.,

1992; Colton y col., 1994). Así mismo, la NO sintetasa neuronal es capaz de producir

concentraciones de óxido nítrico de 2-4 uM durante los procesos de isquemia cerebral

(Maliski y col., 1994). Por lo tanto, puede producir suficiente óxido nítrico para

competir efectivamente con la superóxido dismutasa por el radical superóxido
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(Beckman y Tsai, 1994). Por otra parte, los astrocitos tienen la capacidad de producir

óxido nítrico a través de la estimulación, por diversos factores, de la síntesis de novo

de la forma inducible de la NO sintetasa (Murphy y col., 1993; Park y col., 1994;

Feinstein y col., 1994; Skaper y col., 1995). De hecho, la estimulación de la

neurotoxicidad de los astrocitos (por lipopolisacárido o por TNFa más ll-lB)

cocultivados con neuronas corticales o células grano del cerebelo puede ser bloqueada

por inhibidores de la NO síntetasa y la oxihemoglobina como así también por el

agregado de superóxido dismutasa en el medio de incubación, sugiriendo la formación

del peroxinitrito (Skaper y col., 1995).

La exposición de los cultivos de células PC12 a 0,2 mM de peroxinitrito como un

único bolo o la generación de la misma masa de peroxinitrito durante 30 minutos por

SIN-l produjo la misma disminución en la viabilidad celular. Este resultado sugiere

que los efectos del peroxiniuito son acumulativos, es decir que la exposición continua

a bajas concentraciones del agente oxidante tiene el mismo efecto que el tratamiento

con una concentración mayor. En este sentido, se obtuvo evidencia adicional de los

experimentos de marcación de los residuos de tirosina nitrados donde se demostró la

presencia de inmunoreactividad de nitrou'rosina 24 horas después de la exposición al

peroxiniuito, indicando que las modificaciones producidas por el agente oxidante

perduran por largos períodos y por lo tanto podrían acumularse.

El peroxiniuito es inusual comparado con otros oxidantes como el radical hidroxilo

debido a que reacciona a velocidades relativamente bajas con la mayoria de los

compuestos. El radical hidroxilo y el dióxido de nitrógeno reaccionan, a velocidades

limitadas por la difusión, con virtualmente todos los componentes celulares y es

esperable que causen un daño generalizado de las células que conduzca a la necrósis.

De hecho, las exposiciones prolongadas al nitrosoglutation, en condiciones en que es

esperable la formación de dióxido de nitrógeno, estimularon la muerte celular en los

cultivos de células PC12, mostrando caracterisiticas morfológicas compatibles con la

necrosis. En contraste, el peroxinitrito reacciona a velocidades particularemente
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rápidas con blancos claves, tales como enzimas que tienen grupos tiol (Radi y col.,

1994; Rubbo y col., 1994), centros ferro-sulfurosos (Castro y col., 1994) y dedos de

zinc (Crow y col., 1995), que son importantes para la respiración celular y el control

de la transcripción génica. Además, el peroxinitrito se puede descomponer dando un

poderoso agente nitrante con la reactividad del ión nitronio, el que modifica los

residuos de tirosina de las proteínas para formar nitrotirosina (Beckman y col., 1992;

Ischiropoulos y col., l992b). Debido a que los residuos de nitron'rosina no pueden ser

fosforilados por las kinasas de tirosinas (Martin y col., 1990), el peroxinitrito puede

interferir con los mecanismos de transducción de señales de los factores tróficos, los

cuales son mediados, al menos en parte, por las ldnasas de tirosinas (Fantl y col.,

1993).

La preincubación de cultivos de células PC12 con factores tróficos especificos altera la

respuesta al peroxinitrito de una manera curiosa e inesperada. El NGF y la insulina

protegieron de la estimulación de la apoptosis por el peroxinitrito, mientras que el EGF

no tuvo efecto significativo. Estos resultados coinciden con los efectos de estos

factores tróficos sobre la muerte celular asociada a la privación de suero (Rukenstein y

col., 1991; Batistatou y Greene, 1991; 1993). La preincubación con NGF protege a los

cultivos de células PC12 de la muerte estimulada por la exposición al peróxido de

hidrógeno a través de la inducción de la sintesis de novo de enzimas antioxidantes tales

como la catalasa y la glutatión peroxidasa (Pan y Perez-Polo, 1993; Jackson y col.,

199021,b). Sin embargo, el aumento de la actividad de esas enzimas requiere 24-48

horas de incubación con el NGF (Pan y Perez-Polo, 1993), el cual es un período muy

prolongado para que este mecanismo haya sido significativo durante la preincubación

de 2 horas usada en estos experimentos. Así mismo, se encontró que la incubación de

los cultivos con NGF después de la exposición al peroxiniuito potenciaba

significativamente el efecto tóxico del oxidante, mientras que la insulina mantuvo su

efecto protector. En células PC12, el EGF presenta algunas de las respuestas

tempranas del NGF (Qui y Green, 1991; Flantl y col., 1993) pero no protege a las

células de la muerte estimulada por privación de factores tróficos (Rukenstein y col.,

1991). Por lo tanto es concebible que aún si el EGF modulara los efectos del
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peroxiniuito, posiblemente su efecto no se haria evidente por un cambio en la

viabilidad celular. Por otra parte, la preincubación con el FGF-l (más heparina) y el

FGF-Z potenció los efectos tóxicos del peroxinitrito, dirninuyendo a la mitad

laviabilidad celular 24 horas después, a pesar que ambos factores tróficos estimulan la

proliferación, diferenciación y previenen la muerte de los cultivos de células PC12

inducida por privación de suero (Rydel y Greene, 1987; Rukenstein y col., 1991). Los

efectos diferenciales de la preincubación y de la incubación despues de la exposición

al peroxiniuito, así como de la preincubación con FGF-l y FGF-Z no fueron previstos

y se requerirá una investigación más profimda a fin de lograr una mejor comprensión

de los mecanismos involucrados. Sin embargo, es posible predecir la participación de

la competencia entre nitración y fosforilación de residuos de tirosina específicos o de

otro elemento asociado con los mecanismos de transducción de señales y respuestas

tempranas diferenciales para los distintos factores tróficos. Este tipo de respuesta

paradójica de los factores tróficos fué también encontrada en otros modelos de

neuronas en cultivo, donde las neurotrofinas previenen la apoptosis inducida por

privación de factores tróficos y potencian la necrosis estimulada por la incubación en

ausencia de oxígeno y glucosa (Koh y col., 1995).

Los inhibidores de la enzima de síntesis del óxido nítrico previenen la apoptosis de las

motoneuronas estimulada por privación de factores tróficos, por un periodo similar al

de la neurotrofina 4/5. La sobrevida de las motoneuronas, tanto in vivo como en

cultivo, es altamente dependiente de los factores tróficos y cuando son privadas de un

entorno trófico adecuado degeneran rápidamente (Arakawa y col., 1990; Grothe y col.,

1991; Maga] y col., 1991; Bloch-Gaflegoy col., 1991; Oppenheim y col., 1992;

Martinuo y col, 1992; Sendtner y col., 1991; 1992; Yan y col., 1992; Henderson y

col., 1993; 1994; Hughes y col., 1993; Zurn y col., 1994). Por otra parte, la ablación

de los axones conduce a la degeneración de las motoneuronas (Oppenheim y col.,

1992; Sendtner y col., 1992; Hughes y col., 1993; Wu, 1993; Wu y Li, 1993; Zum y

col., 1994; Kristensson y col., 1994) y a la expresión de la NOS que precede a la

muerte neuronal (Wu, 1993; Wu y Li, 1993; Zum y col., 1994; Kristensson y col.,

1994; Wu y col., 1994), habiéndose encontrado una correlación entre la muerte de las
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motoneuronas espinales de la rata y la expresión de la NOS (Wu y Li, 1993). Por otra

parte, si los axones son cortados de tal forma que se preserve una porción cubierta por

las células de Schwann, las células no expresan la NOS y no degeneran (Wu, 1993;

Wu y Li, 1993). Las células de Schwann son una importante fuente de factores

neurotróficos (Snider y Johnson, 1989; Henderson y col., 1994). Por lo tanto es

concebible que la privación de esos factores sea responsable de la inducción de la NOS

y de la muerte neuronal. La prevención de la muerte las motoneuronas en cultivo por la

inhibición de la NOS, sugiere que el óxido nítrico juega un papel importe en el

proceso. Además, la similitud entre los patrones temporales de reversión por la

inhibición de la NOS y la exposición a neurotrofinas daria un mayor sustento a la

participación del óxido nítrico en la estimulación de la muerte celular. Por otra parte,

la falta de efecto de los compuestos antioxidantes sugeriria que el peroxiniuito no

estaría involucrado en el proceso. Sin embargo, dado que en nuestras condiciones de

estudio podemos asumir que las defensas antioxidantes de la motoneuronas estan

intactas y que por lo tanto la concentración celular de superóxido dismutasa es la

fisiológica, la exposición de los cultivos al glutatión y la N-acetilcisteina no

modificaría los niveles celulares de radical superóxido de una manera significativa. De

este modo, la síntesis de óxido nítrico puede ser lo suficientemente alta como para

competir con la SOD para formar el peroxinitrito, aún en ausencia de estrés oxidativo.

Los resultados obtenidos demuestran los efectos neurotóxicos directos del glutamato

sobre las motoneuronas en cultivo, y aportan evidencia a favor de que el amino ácido

excitatorio desencadena la muerte de la motoneuronas por un mecanismo apoptótico.

Las motoneuronas fueron vulnerables al glutamato poco tiempo después de ser puestas

en cultivo, sugiriendo que expresan un número critico de receptores funcionales para

los amino ácidos excitatorios capaces de estimular la muerte de las células. En

contraste, la vulnerabilidad a los amino ácidos excitatorios se manifiesta después de

varios días o semanas en las neuronas de otros modelos de neuronas en cultivo (Regan

y Choi, 1991; Choi y col., 1987; Keilhoff y Erdó, 1991; Kho y col., 1991) sugiriendo

que la excitotoxicidad requiere un cierto grado de diferenciación neuronal. En los

cultivos de motoneuronas se determinó un ECso w 300 ¡JM para la toxicidad producida
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por incubaciones prolongadas con glutamato, que es mayor que los previamente

determinados para los cultivos de médula espinal y corteza cerebral (Regan y Choi,

1991; Wells y col., 1994; Choi y col.., 1987). Además, el tratamiento durante 30

minutos con amino ácidos excitatorios produjo una disminución muy pequeña de la

viabilidad celular, comparada con la reportada para otros modelos de neuronas en

cultivo (Regan y Choi, 1991; Choi y col., 1987). Esta baja sensibilidad a los amino

ácidos excitatorios podría ser explicada por algunas de las caracterísiticas de los

cultivos de motoneuronas: i) las motoneruonas están relativamente aisladas de otros

tipos celulares de la médula espinal. Así, ha sido reportada recientemente una

potenciación de la toxicidad mediada por la activación de los receptores de tipo

NMDA debida a la producción glial de óxido nítrico (Hewett y col., 1994); ii) a pesar

que las motoneuronas muestran caracteristicas morfológicas de diferenciación, es

posible que bioquímica y molecularmente no tengan el suficiente grado de

diferenciación; iii) las motoneuronas son mantenidas en presencia de cantidades

importantes de factores tróficos aportados por el extracto muscular que pueden

protegerlas del daño excitotóxico, tal como ha sido demostrado en otros modelos (Frim

y col., 1993; Maiese y col., 1993; Pérez-Navarro y col., 1994).

La muerte de la motoneuronas por exposiciones prolongadas al glutamato fue

dependiente de la concentración. Sin embargo, a pesar del estrecho rango de

concentraciones usado, la curva parece tener dos componentes que podrían ser

explicados, en los cultivos enriquecidos en motoneuronas, por la presencia de, por lo

menos, dos poblaciones neuronales, con alta y baja resistencia al glutamato, las que

podrían corresponder a diferentes clases de motoneuronas in vivo o a diferentes

estados de maduración in vitro. Otra posible interpretación de los resultados es que el

glutamato actue por dos mecanismos diferentes para estimular la muerte de las

motoneuronas. El primero, que correspondería a las concentraciones de glutamato más

bajas (< 200 uM), ser-ía un mecanismo excitotóxico clásico mediado por

sobreestimulación de los diferentes tipos de receptores a los amino ácidos excitatorios

(Frandsen y col., 1989; Regan y Choi, 1991; McDonald y Johnston, 1990). El segundo
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involucran'a la inhibición de la captación de cistina, lo que conduce a la depleción del

contenido de glutatión intracelular, conduciendo al estrés oxidativo (Kata y col., 1992;

Murphyy col., 1989; 1990; 1991).

Cuando los cultivos de motoneuronas fueron tratados durante 24 horas con agonistas

específicos para los diferentes tipos de receptores glutamatérgicos ionotrópicos, sólo se

encontró un aumento marginal de la muerte celular inducida por incubaciones cortas,

que en ningún caso reprodujo los efectos del glutamato. Además, si se tiene en cuenta

que las concentraciones de agonistas usadas son equipotentes entre sí y con una

concentración de glutamato de 100 iiM en otros modelos experimentales (Frandsen y

col., 1989) o 500 pM en cultivos de médula espinal (Wells y col., 1994), mientras que

en este sistema experimental no lo son, se obtiene mayor evidencia para apoyar la

posible participación de un mecanismo no tradicional para la toxicidad del glutamato.

En conjunto los resultados obtenidos en este trabajo de investigación proporcionan

apoyo a la hipótesis de la participación del óxido nítrico y las especies reactivas del

oxígeno en la estimulación de la muerte neuronal por diferentes mecanismos. Así

mismo, apoyan la posible participación del peroxinitrito como mediador de la

toxicidad del óxido nítrico y los radicales libres, mostrando que este compuesto, a las

concentraciones que pueden ser producidas in vivo, desencadena la muerte celular por

estimulación de la necrosis y la apoptosis. Además, se comprobó que el ambiente

trófico de las células nerviosas es un determinante importante de su vulnerabilidad a

especies reactivas tales como el peroxinitrito. Este tiene la capacidad potencial de

causar una muerte celular más rápida en respuesta al pretratamiento con los factores

fibroblásticos de crecimiento o a la incubación posterior con NGF. Este hecho puede

tener importancia significativa en el uso de los factores tróficos como terapéurica en

aquellas enfermedades neurodegenerativas en las que la formación del oxidante puede

estar implicada (Beckman y col., 1993).
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante la realización de estas investigaciones permiten

concluir que:

El peroxinitrito es capaz de estimular la muerte celular por mecanismos apoptóu'cos

y necróticos, dependiendo del nivel de exposición de las células.

Las modificaciones estimuladas por el peroxinitrito, al menos en el caso de la

niIIación de residuos firosina, perduran por al menos 24 horas.

El óxido nítrico sólo es tóxico cuando los cultivos son expuestos a muy altas

concentraciones las que no son producidas in vivo.

La actividad de los agentes oxidantes depende del entorno trófico y los efectos de

los factores tróficos dependen del estado redox de la célula. Así, los factores

tróficos pueden prevenir o potenciar el efecto del peroxinitrito sobre la viabilidad

celular.

La producción de óxido nítrico es un paso crucial en la estimulación de la apoptosis

en las motoneuronas en cultivo, si bien probablemente no sea suficiente per se.

Si bien el mecanismo excitotóxico puede explicar, por lo menos parcialmente, la

muerte de las motoneuronas en cultivo, este tipo celular muestra una sensibilidad

atípica a la estimulación con los amino ácidos excitaton'os, que involucran'a dos

mecanismos diferentes de estimulación de la apoptosis.

¿p l
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